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Discipline : immunologie 
Résumé 
Etude de la dynamique de dégranulation des mastocytes et analyse de l’effet des 
éicosanoïdes dans la coopération entre mastocytes et lymphocytes T Helper 
Directeurs de thèse : Dr. Eric Espinosa et Prof. Salvatore Valitutti 
Les mastocytes sont des cellules immunitaires présentes dans tous les tissus de l’organisme. 
Ils ont été depuis longtemps associés aux réponses allergiques, mais ces cellules sont aussi 
des acteurs majeurs de la réponse inflammatoire. La dégranulation des mastocytes, ou 
exocytose des granules sécrétoires, est un mécanisme d’action important de ces cellules. Au 
laboratoire, nous avons mis au point une méthode innovante qui nous permet de suivre en 
temps réel la dynamique de cette dégranulation. Cette méthode repose sur l’utilisation de 
l’avidine couplé à un fluorochrome qui se lie spécifiquement à la matrice des granules.  
Nous avons recherché les modalités de la dégranulation lorsque les mastocytes sont activés 
par un ligand cellulaire comme des cellules cibles recouvertes d’anticorps. Nous avons pu 
mettre en évidence, de façon surprenante, que les mastocytes dégranulent de manière 
polarisée contre une cellule cible opsonisée avec des anticorps de type IgE ou IgG en mettant 
en place un nouveau mécanisme que nous avons nommé ADDS (Antibody Dependent 
Degranulatory Synapse). L’ADDS est caractérisée par une signalisation du récepteur RFc et 
une dépolymérisation du cytosquelette cortical d’actine locales. De plus, cette synapse peut 
aussi avoir lieu lorsque le mastocyte est au contact d’un parasite opsonisé comme 
Toxoplasma Gondii, et induit la mort du parasite et la libération de cytokines et chimiokines 
pro-inflammatoires. Nous avons ensuite analysé la dynamique de la dégranulation à l’échelle 
« single cell » et sa régulation par des facteurs inflammatoires. Grâce à une approche de 
« cell barcoding » et de cytométrie en flux en temps réel, nous avons pu mettre en évidence 
que la dégranulation induite par l’agrégation des RFcHI était contrôlée par deux 
mécanismes : un premier qui règle le nombre de mastocytes qui dégranulent et un second 
qui régule l’intensité de la dégranulation. L’interleukine 33 peut finement potentialiser ces 
deux mécanismes en augmentant le pourcentage de mastocytes qui dégranulent et 
l’intensité de la dégranulation. L’IL-33 induit ainsi l’émergence de cellules hautement 
inflammatoires.   
Dans un second axe de recherche, nous avons étudié quel pouvait être l’impact des 
prostaglandines dans le dialogue entre mastocytes et lymphocytes T CD4+ Helper (TH). Nos 
résultats indiquent un rôle insoupçonné de la prostaglandine D2 et la prostaglandine E2 
comme des acteurs importants pour la production d’interleukine 17 par les LTH.  
En conclusion, mon travail de thèse nous a permis de révéler l’existence de la synapse 
dégranulatoire des mastocytes, de nouveaux mécanismes contrôlant la dégranulation et 
d’identifier les mastocytes comme une source importante de prostaglandines impliquées 
dans la polarisation des LTH.   
Mot clés : mastocyte, dégranulation, synapse, interleukine-33, eicosanoïde, lymphocyte TH 
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Discipline: immunology 
Abstract 
Study of mast cell degranulatory response dynamic and analysis of eicosanoid influence 
during mast cell and T Helper cells cooperation  
Thesis directors: Dr. Eric Espinosa and Prof. Salvatore Valitutti 
Mast cells are tissue-resident immune cells particularly enriched in regions exposed to the 
external environment. They have been associated, for a long time, with allergic disorders but 
these cells are also major effectors of inflammatory response. The degranulation process, or 
granule exocytosis, is one of the main effector functions of mast cells and it has been 
implicated in various biological processes. In our laboratory, we have developed a new 
method to monitor live mast cell degranulatory response. This approach is based on 
fluorescent avidin that binds selectively mast cell granule matrix.  
Thanks to this method, we have investigated the degranulatory response following mast cell 
activation by cell bound antigens. We have shown that mast cells can undergo polarized 
degranulation toward IgE- or IgG-opsonized cells in a new mechanism we named ADDS 
(Antibody Dependent Degranulatory Synapse). The ADDS is characterized by a local signaling 
of FcR receptors and cortical actin depolymerisation. Moreover, this synapse takes place 
when mast cells are triggered by opsonized parasite Toxoplasma Gondii. It leads to the death 
of the parasite and the release of pro-inflammatory cytokines and chemokines. We next 
analyzed the mast cell degranulatory response dynamics at the single cell level and its 
regulation by alarmin IL-33. Using cutting-edge “cell barcoding” approach and live flow 
cytometry, we showed that FcHRI mediated degranulatory response is controlled by two 
mechanisms: a first one that sets the frequency of degranulated mast cells and a second one 
that regulates the magnitude of the degranulation. The IL-33 fine tunes these two 
mechanisms by augmenting both the frequency of degranulated mast cells and the extent of 
individual mast cell degranulation. Our results indicate that interleukin 33 induces the 
emergence of high inflammatory mast cells.  
In a second axis of research, we analysed the influence of prostaglandins during the 
cooperation between mast cells and CD4+ T helper cells. Our results indicate that 
prostaglandin D2 and E2 produced by mast cells are important inducers of interleukin 17 by 
CD4+ T helper cells.  
Taken together, my thesis work revealed that mast cells can form degranulatory synapses, 
new mechanisms that control the degranulatory response and identified mast cells as a 
source of pro-IL-17 prostaglandins during their cooperation with CD4+ T helper cells.         
Keywords: mast cell, degranulation, synapse, interleukin-33, eicosanoid, TH cell 
Discipline: immunology 
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1- Le système immunitaire et la découverte des mastocytes  
   Le système immunitaire est un réseau complexe de cellules, de tissus et de 
mécanismes impliqués dans les défenses de l’hôte contre les menaces extérieures et 
intérieures. L’immunité des animaux repose sur plusieurs lignes de défense, allant des plus 
simples comme les barrières physiques aux plus élaborées comme les défenses cellulaires. 
Ce système s’est construit au cours de l’évolution par étapes et il est présent à des degrés 
différents de complexité chez tous les animaux.  
Les chercheurs en immunologie ont depuis des décennies identifié et catégorisé les 
différentes cellules impliquées dans les réponses immunitaires (Figure 1). De façon 
classique, on divise le système immunitaire en deux catégories : le système immunitaire 
« inné » et « adaptatif ». De façon simplifiée, le système immunitaire « inné » se mobilise 
rapidement et constitue la première ligne de défense. Le système « adaptatif » possède des 
mécanismes effecteurs qui s’acquièrent spécifiquement face à un intrus et ces mécanismes 
se mettent en mémoire au cas où surviendrait une nouvelle rencontre avec le même intrus.  
 
Figure 1 : Le système immunitaire inné et adaptatif. Adapté de Dranoff [1] 
Malgré son efficacité redoutable, le système immunitaire peut  présenter des anomalies qui 
aboutissent à de nombreuses pathologies. Les pathologies que l’on qualifie d’auto-immunes  
comme la sclérose en plaques ou encore les maladies inflammatoires de l’intestin sont des 
problèmes de santé publique. D’autres pathologies sont aujourd’hui de plus en plus 
associées à une dysfonction du système immunitaire. Le meilleur exemple, actuellement, est 
celui des cancers où le système immunitaire apparaît de plus en plus comme la cible 
thérapeutique à utiliser pour lutter contre ces maladies.  
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Le système immunitaire humain et celui, assez proche, des souris ont été les plus étudiés par 
la communauté scientifique. Le modèle murin de la souris est un outil indispensable à la 
recherche moderne notamment grâce aux outils génétiques actuels. Ce modèle a permis la 
découverte de processus fondamentaux dans les réponses immunitaires chez les organismes 
vertébrés supérieurs. Il est de plus en plus clair que des différences importantes subsistent 
entre l’Homme et le modèle murin, et mes travaux de thèse se sont essentiellement 
concentrés à l’étude d’un acteur clé du système immunitaire : les mastocytes humains. 
 
Les mastocytes ont été découverts en 1878 par le scientifique allemand Paul Ehrlich 
lors de l’analyse de tissus connectifs humains. Il découvre alors une grosse cellule au 
contenu cytoplasmique imposant par sa granulosité. Il la nomme alors « mastzellen » ou 
« cellule bien nourrie » en français qui deviendra mastocyte en français et mast cell en 
anglais [2].  
 
Figure 2 : Photo de Paul Ehrlich et images de mastocytes.  
Les mastocytes sont des cellules exclusivement tissulaires que l’on ne retrouve pas dans le 
sang en situation normale. Elles ont une taille de 10 à 20μm et présentent un aspect 
mononuclée (Figure 2). On les caractérise encore par un contenu intracytoplasmique riche 
en granules sécrétoires de tailles variables. Ces granules permettent d’identifier rapidement 
les mastocytes car ils peuvent fixer le bleu de toluidine et le faire changer de couleur vers le 
pourpre. Les mastocytes sont aussi définis par l’expression du récepteur au Stem Cell Factor 
(CD117 ou c-Kit) et du récepteur de haute affinité pour les immunoglobulines de type E. 
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Cette cellule est distribuée dans tout l’organisme et on la retrouve particulièrement 
présente au niveau des muqueuses et tissus connectifs. Cette localisation stratégique 
permet aux mastocytes de rencontrer d’éventuels pathogènes. A présent, on sait que cette 
cellule est très conservée au cours de l’évolution puisqu’on la retrouve dans des organismes 
vieux de plus de 450 millions d’années [3]. Souvent considérée comme une cellule 
pathogénique dans les allergies par sa forte capacité à exocyter de l’histamine contenu dans 
ses granules, les fonctions de cette cellule de « première ligne » sont nombreuses autant 
dans l’homéostasie tissulaire que dans l’initiation, régulation et résolution des réponses 
inflammatoires.     
2- Le mastocyte, réalisateur, metteur en scène, et acteur de la 
réponse immunitaire  
 
2-1- Développement des mastocytes et migration dans les tissus.   
Les mastocytes se développent à partir de cellules souches hématopoïétiques pluripotentes 
exprimant les marqueurs de surface CD34 et CD117 ou c-Kit, récepteur au Stem Cell Factor 
(SCF). Contrairement à de nombreuses autres cellules immunitaires qui sont libérées dans la 
circulation sanguine déjà mature phénotypiquement et fonctionnellement ; les progéniteurs 
mastocytaires migrent de la moelle osseuse vers la périphérie en tant que cellules non-
différenciées via des mécanismes encore mal connus pour terminer leurs différenciations en 
mastocytes sous l’action de cytokines locales dans les tissus.  
2-1a Les progéniteurs des mastocytes 
L’origine du progéniteur initial des mastocytes est restée controversée pendant de 
nombreuses années. De façon classique, on distingue dans le développement 
hématopoïétique le progéniteur commun lymphoïde (common lymphoid progenitors CLPs) 
qui va se différencier vers les différentes lignées de lymphocytes et le progéniteur commun 
myéloïde (common myeloid progenitors CMPs) qui est à l’origine des autres lignages 
hématopoïétiques [4 ,5]. Le CMP peut se différencier ensuite en progéniteur des 
mégacaryocytes et érythrocytes (megakaryocyte/erthrocyte progenitors MEPs) ou en 
progéniteur des monocytes et granulocytes (granulocyte/monocyte progenitors GMPs) [5].  
Le lignage auquel appartiennent les mastocytes est encore aujourd’hui une question 
débattue [6]. En 1977, les travaux de Kitamura et de ses collaborateurs ont pu établir 
clairement que les mastocytes provenaient de cellules souches hématopoïétiques 
pluripotentes [7,8]. En injectant des cellules de moelle osseuse de souris sauvage dans une 
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souris dépourvue de mastocytes (C57/BL6W/Ww, voir encadré modèle murin déficient en c-
Kit), ils ont pu observer une reconstitution d’une population de mastocytes matures. En 
2005, trois différents groupes ont publié des études reliées au développement des 
progéniteurs des mastocytes [9 ,10,11] (Figure 3).  
Arinobu et ses collaborateurs ont mis en évidence que des cellules individuelles de la 
population des GMPs (Lin- IL7rD- c-Kit+ Sca-1- CD34+ FcJRII/IIIhi) pouvaient se différencier en 
mastocytes, neutrophiles et basophiles. Cette étude révèlerait l’existence d’un progéniteur 
commun très proche entre basophiles et mastocytes appelé basophil mast cell progenitor.  
Jamur et al. ont identifié une population de progéniteur mastocytaire qui n’aurait pas de 
relation avec les autres lignages hématopoïétiques. Chen et collaborateurs ont proposé que 
des progéniteurs mastocytaires seraient présents dans la population des CMPs et 
présenteraient le phénotype suivant : Lyn-c-kit+Sca-1-Ly6c-FcHRID-CD27-E7+T1/ST2+. Ce 
dernier travail suggère que les mastocytes seraient issus d’un lignage particulier différent 
des autres lignées myéloïdes.  
Mais, une dernière étude plus récente [12] montre l’existence d’un progéniteur bipotent 
basophile/mastocyte appelé basophil/mast cell progenitors (BMCPs). Ce progéniteur, 
identifié parmi la fraction des GMPs  dans la rate de souris, confirmerait la relation proche 
entre basophiles et mastocytes. Ils ont pu mettre en évidence deux facteurs de transcription 
antagonistes : C/EBPD pour les basophiles et MITF (Microphtalmia-associated transcription 
factor) pour les mastocytes. Ces deux facteurs peuvent s’antagoniser mutuellement pour 
permettre l’émergence des deux types de populations.  
L’ensemble de ces données reste donc encore à confirmer et reste un sujet de débat dans la 
communauté scientifique. La disparité des résultats peut s’expliquer par les différents 
modèles murins, organes analysés et marqueurs utilisés. De récentes études ont ainsi pu 
découvrir que les mastocytes pouvaient aussi se développer depuis d’autres organes autre 
que la moelle osseuse ; Poglio et al. ont découvert que le tissu adipeux était un réservoir de 
progéniteurs capable de se différencier en mastocytes matures [13].  
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Figure 3 : Les deux modèles de différenciation des mastocytes. (A) Le modèle défendu par Chen et al. 
les MCP dérivent directement des MPP. (B) Le modèle défendu par Arinobu et al. les MCP 
proviennent des BMCP, des progéniteurs communs pour les mastocytes et les basophiles. 
Le développement des mastocytes chez l’homme est plus compliqué à analyser. Les 
mastocytes tissulaires humains se différencient aussi depuis des progéniteurs issus de 
cellules souches hématopoïétiques [14]. Ces progéniteurs circulent dans le sang et sont 
caractérisés par l’expression de CD34, CD117, CD13, ou encore CD133 [15,16].  
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2-1b Facteur de développement 
La croissance, la maturation et la survie des progéniteurs mastocytaires dans les tissus sont 
assurées par des réponses locales aux cytokines et à des interactions avec les cellules 
résidentes comme les fibroblastes ou encore les lymphocytes T.  
Le Stem Cell Factor  
Le stem cell factor est le facteur de croissance obligatoire des mastocytes humains et 
murins. Produit principalement par les cellules épithéliales et mésenchymateuses, il peut 
être sécrété ou rester associé à la membrane plasmique [21,22]. En 1989, deux équipes ont 
identifié le locus W sur le chromosome 12 humain codant un récepteur tyrosine kinase de 
type III appelé KIT (SCFR ou CD117) [23,24] et en 1990, le locus SI codant son ligand le « Stem 
Cell Factor » (SCF ou KIT ligand) a été identifié [25,26]. L’activation de KIT sur les mastocytes 
induit la prolifération des cellules immatures, le chimiotactisme, inhibe l’apoptose, améliore 
la survie, le recrutement et la croissance [27,28]. La fixation du SCF sur son récepteur induit 
sa dimérisation permettant ainsi l’autophosphorylation de sa queue cytoplasmique. La 
phospholipase CJ, les kinases de la famille SRC, le GRB2 (growth-factor-receptor-bound 
protein 2) ou encore la phosphatidylinositol 3-kinase PI3K (PI3K) sont ensuite recrutées au 
niveau du récepteur et induisent des cascades de signalisation dépendantes des voies JAK-
STAT (janus kinase-signal transducer and antivator of transcription) et MAPK (Figure 4). Ces 
deux dernières voies de signalisation favoriseront la croissance, la différenciation ainsi que la 
survie des mastocytes [29,30]. De plus, les modèles murins modifiés génétiquement pour le 
SCF ou c-KIT présentent des déficiences marquées dans la fréquence de mastocytes voir ci-
dessous [23]. Le SCF joue aussi un rôle central chez l’Homme, la culture de cellules 
progénitrices CD34+ isolées du sang périphérique en présence de SCF induit leur prolifération 
et différenciation en mastocytes [31-33].   
Modèle murin basé sur le ciblage de KIT : un des modèles les plus utilisés pour étudier les 
souris déficientes en mastocytes. Il existe deux souches de souris déficientes pour Kit : KitW-
sh/W-sh, KitW/w-v. Ces deux modèles induisent la perte de 99% des mastocytes mais présentent 
des anémies sévères, des mélanocytes défectueux, une neutropénie, stérilité des mâles,… Il 
est possible de restaurer des mastocytes en injectant du SCF [3,17-20]. 
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Figure 4 : Récepteur au SCF et sa signalisation dans les mastocytes.  
Schéma de Gilifan et al. [29] 
La dérégulation de cette voie de signalisation et/ou une mutation du récepteur c-KIT sont 
impliquées dans de nombreuses pathologies comme la mastocytose. Cette pathologie est 
caractérisée par une accumulation de mastocytes dans de nombreux organes et le relargage 
inapproprié de médiateurs de ces cellules. Chez certains de ces patients, il a été identifié des 
mutations dans le récepteur c-KIT dont la plus fréquente est la mutation D816V qui induit 
l’autophosphorylation constitutive du récepteur.  
On peut donc voir l’importance absolue de cette voie de signalisation dans l’ensemble de la 
physiologie du mastocyte. Cette signalisation nécessite une régulation fine qui en cas de 
défaillance peut induire des conséquences graves pour l’organisme.  
Autres facteurs de développement et différenciation des mastocytes  
Les mastocytes se différencient sous l’action de nombreux autres facteurs qui vont pouvoir 
moduler leur développement, je présenterai certains de ces médiateurs en détail et le 
Tableau 1 résume l’ensemble des facteurs de développement.  
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L’interleukine 3  
Les mastocytes murins peuvent être générés à partir de cellules de moelle osseuse (bone 
marrow-derived mast cells, BMMC) en présence d’interleukine 3 (IL-3) seule. Ce type de 
culture résulte généralement en une population pure à plus de 95% et a été largement 
utilisé dans le domaine de recherche des mastocytes [34]. Cette cytokine est produite par de 
nombreuses cellules comme les lymphocytes T ou les fibroblastes. Les souris déficientes en 
IL-3 présentent toujours des mastocytes mais leur nombre est drastiquement réduit [35]. Le 
rôle de l’interleukine 3 sur le développement des mastocytes humains est controversé. 
Suivant les conditions de culture et les progéniteurs de départ l’IL-3 n’est pas toujours 
requise [36] ou peut améliorer le développement SCF dépendant des mastocytes [37,38]. 
Dans le modèle des mastocytes humain que nous utilisons au laboratoire (voir chapitre 
modèle cellulaire pour l’étude des mastocytes), les progéniteurs CD34+ triés à partir des 
cellules mononucléées du sang périphérique nécessitent de l’IL-3 pendant la première 
semaine de culture pour initier le développement vers le lignage des mastocytes.  
L’interleukine 4 
D’autres cytokines sécrétées par les lymphocytes T (LT) ont aussi un impact majeur sur le 
développement et les fonctions effectrices des mastocytes renforçant la notion de dialogue 
privilégié entre ces deux types cellulaires. L’interleukine 4, sécrétée par certains sous-types 
de LT CD4+ (LTH2), fait partie des cytokines ayant un impact important sur la biologie du 
mastocyte. De nombreuses études ont été consacrées au rôle de cette cytokine, les LTH2 
ayant un rôle primordial dans des pathologies comme l’asthme ou les allergies où les 
mastocytes sont des cellules effectrices. Dans les modèles murins, l’IL-4 peut améliorer la 
survie des mastocytes et promouvoir un changement phénotypique vers des mastocytes de 
type « tissus connectifs » [34,39] (voir chapitre hétérogénéité des populations de 
mastocytes).  
Le rôle de l’interleukine 4 chez l’Homme est moins évident. L’IL-4 a été reportée pour inhiber 
la différenciation SCF-dépendant des mastocytes humains dérivés de cellules progénitrices 
de foie fœtal [40]. En 2005, Kulka et Metcalfe ont montré que l’IL-4 réduit l’expression du 
récepteur au SCF sur les progéniteurs du sang périphérique [41]. En contraste, l’IL-4 peut agir 
en synergie avec le SCF pour améliorer la prolifération des mastocytes intestinaux [42]. De 
plus l’ajout d’IL-4 sur une culture de mastocytes déjà matures induit la prolifération des 
mastocytes et augmente l’expression du RFcHI, du CD117, et l’expression de la tryptase dans 
les granules [43,44].   
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Ces données indiquent que l’effet de l’IL-4 semble plus complexe qu’il n’y paraît et 
soulignent l’hétérogénéité de la population des mastocytes qui, suivant les organes et le 
stade de maturation, répondent de façon différente. 
L’interleukine-13 est une cytokine assez proche de l’IL-4, son effet sur les mastocytes a été 
peu étudié. Il est reporté que les mastocytes de la lignée HMC-1, après stimulation avec de 
l’IL-13,  augmentent l’expression de CD54 et diminuent l’expression de c-kit [45]. De plus une 
étude de 2006 a mis en évidence que les mastocytes pulmonaires, stimulés 5 jours avec de 
l’IL-13, présentaient un relargage plus important d’histamine après agrégation du récepteur 
aux IgE et une prolifération améliorée [46].  
L’interleukine 9  
L’interleukine 9 est une cytokine sécrétée par les lymphocytes TH2. Bien que l’IL-9 seule n’ait 
pas d’effet sur la prolifération des BMMC, son action en synergie avec le SCF peut améliorer 
la survie au long terme des BMMC [47]. In vivo, l’IL-9 a été décrite comme un régulateur 
important du recrutement et de l’activation des mastocytes dans différents organes (nœuds 
lymphatiques drainant le site de l’inflammation, poumons ou encore intestins) [48-51]. Cette 
cytokine peut aussi activer directement les mastocytes et induit la production d’histamine, 
d’IL-6 et de Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [52,53]. 
Dans le domaine des mastocytes humains, l’IL-9 est utilisée dans les protocoles de 
génération de mastocytes à partir de progéniteurs CD34+ issus de sang de cordon ou de sang 
périphérique [54]. L’effet combiné du SCF et de l’IL-9 permet une meilleure prolifération et 
maturation (expression de la tryptase) des mastocytes humains générés dans ces conditions. 
L’interleukine 9 est donc un acteur majeur de la biologie du mastocyte et son impact, 
notamment sur les mastocytes humains, reste encore à explorer.  
L’interféron-J 
L’interféron-JIFN-J, produite notamment par les LTH1, est connue pour inhiber la 
différenciation des mastocytes murins [55] et humains [56] dérivés de moelle osseuse ou de 
sang de cordon [57]. Mann-Chandler et collaborateurs ont montré que l’addition d’IFN-J sur 
des cultures de BMMC induisait leur apoptose via un mécanisme STAT-1 dépendant [58].  
Nerve Growth Factor, NGF 
Le NGF est un neuropeptide, impliqué à l’origine comme son nom l’indique dans la 
croissance et la maturation des neurones [59]. L’effet de cette molécule a été maintenant 
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décrit pour de nombreux types cellulaires notamment en immunologie. Le NGF peut 
stimuler la prolifération et différenciation des BMMC en présence d’IL-3 [60].  
En contraste chez l’Homme, le NGF, suivant les études, n’a pas d’effet sur la différenciation 
et la survie des mastocytes [61] ou peut agir en synergie avec le SCF pour prévenir 
l’apoptose des mastocytes [62].  
Facteur Source(s) Effet(s) biologique(s) chez 
la souris 
Effet(s) biologique(s) chez 
l'Homme 
SCF Fibroblastes, 
cellules stromales, 
endothéliales et 
épithéliales 
Prolifération, 
différenciation et survie 
Prolifération, différenciation et 
survie 
IL-3 Lymphocytes TH, 
cellules stromales et 
mastocytes 
Prolifération, différenciation 
et survie 
En synergie du SCF : prolifération 
des progéniteurs 
IL-4 Lymphocytes TH, 
basophiles, 
éosinophiles, 
mastocytes… 
En synergie du SCF : 
différenciation vers le type 
CTMC 
En synergie du SCF : induit la 
prolifération et augmente 
l'expression du FcHRI 
IL-5 Lymphocytes TH, 
basophiles, 
éosinophiles, 
mastocytes, ILC, … 
Rôle inconnu Cofacteur de prolifération 
IL-6 Lymphocytes TH, 
basophiles, 
mastocytes et 
macrophages 
En synergie du SCF: favorise 
le développement 
En synergie du SCF : prolifération, 
différenciation et survie 
IL-9 Lymphocytes TH, 
mastocytes 
Recrutement de 
progéniteurs, activation et 
prolifération 
En synergie du SCF : prolifération 
et maturation 
IL-10 Lymphocytes TH, 
cellules 
dendritiques, 
macrophages  
Cofacteur de prolifération Rôle inconnu 
IFN-J  Lymphocytes TH1 Inhibiteur de la prolifération Inhibiteur de la prolifération 
TGF-E Lymphocytes Treg Inhibiteur de la prolifération Inhibiteur de la prolifération 
GM-CSF Lymphocytes TH1 Inhibiteur de la prolifération Inhibiteur de la prolifération 
NGF Ter. nerveuses, 
mastocytes, 
éosinophiles, 
macrophages… 
En synergie avec IL-3: 
différenciation vers le type 
CTMC 
Peut favoriser la survie ou sans 
effet 
Tableau 1 : Facteurs de différenciation des mastocytes murins et humains. Des explications 
plus détaillées ainsi que les références sont précisées dans le texte.  
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2-1c Facteurs de transcription régulant le développement des mastocytes 
Comme mentionné plus haut, le développement des mastocytes est complexe. Les facteurs 
de transcription, régulant la maturation des mastocytes, suivent aussi un réseau compliqué 
de différentes molécules.   
PU.1 est un facteur de transcription requis pour le développement des mastocytes in vitro et 
in vivo mais il n’apparaît pas spécifique aux mastocytes car ce facteur est aussi important 
pour la lignée lymphoïde, les mégacaryocytes et érythroblastes [63]. La signalisation via 
STAT5, molécule agissant en aval de l’interleukine 3, est aussi indispensable au bon 
développement des mastocytes. Les souris déficientes en STAT5 ne présentent plus de 
mastocytes dans le péritoine. La balance entre C/EBPD et MITF, comme mentionné plus 
haut, est cruciale dans la maturation des mastocytes. Par exemple l’inactivation de C/EBPD 
dans les basophiles permet de convertir ces cellules en mastocytes [12]. GATA-1 est un autre 
facteur de transcription clé des mastocytes, il contrôle la maturation des progéniteurs en 
mastocytes matures [64,65]. 
2-1d Migration des mastocytes dans les tissus 
 Chez l’Homme, peu de choses sont connues sur la migration des mastocytes dû aux 
contraintes techniques importantes. Les études chez l’animal donnent quelques indices sur 
le mode de migration des mastocytes (Tableau 2).  
Un des signaux critiques pour le recrutement des mastocytes comme pour leur 
développement est la liaison du Stem Cell Factor (SCF) sur son récepteur c-Kit. Mais, 
l’expression d’intégrines et de récepteurs aux chimiokines influent aussi la migration des 
mastocytes et de leurs progéniteurs. Les mastocytes matures expriment aussi une variété de 
récepteurs aux chimiokines qui va varier suivant leur localisation dans l’organisme. Il est 
connu que les mastocytes humains dérivés de sang de cordon peuvent exprimer le récepteur 
C-C motif chemokine receptor 3 (CCR3) qui se lie à la chimiokine CCL11 (éotaxine) ou encore 
à CCL26 (éotaxine-3) [57]. Une étude de Ochi et collaborateurs de l’équipe de Frank Austen 
en 1999 a pu identifier que les mastocytes dérivés de sang de cordon peuvent exprimer les 
récepteurs : CXCR2, CCR3, CXCR4 et CCR5 et répondent in vitro à leurs ligands respectifs [57].  
L’intégrine D4E7 (cruciale pour la migration de différentes cellules immunitaires dans 
l’intestin comme les lymphocytes T) est aussi exprimée par les progéniteurs des mastocytes 
qui migrent dans l’intestin [66]. Les progéniteurs des mastocytes humains peuvent aussi 
exprimer l’intégrine D4E1 qui leur permet d’adhérer aux cellules endothéliales [67].   
La stimulation des récepteurs de type RFc (Récepteur au Fragment constant) par le couple 
antigène/anticorps, notamment le RFcHI (récepteur aux IgE, voir chapitre sur les RFc),  est 
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capable d’induire la migration des mastocytes. L’activation du RFcHI sur les mastocytes induit 
l’activation de la voie des mitogen-activated protein kinase (MAPK) et de Rho-associated 
coiled-coil-forming protein kinase (ROCK) [68]. Ces deux voies d’activation semblent 
importantes pour la migration RFcHI dépendante. Suite à l’activation du RFcHI, les mastocytes 
synthétisent aussi de la sphingosine 1-phosphate (S1P) [69]. Cette molécule, bien 
caractérisée notamment dans les nœuds lymphatiques où elle permet la sortie des 
lymphocytes de ces organes, peut agir sur ses récepteurs S1P1 et S1P2 exprimés sur la 
surface des mastocytes. L’équipe de Sarah Spiegel a montré que l’activation de S1P1 est 
importante pour des réarrangements du cytosquelette et la migration des mastocytes vers 
l’antigène, tandis que l’activation de S1P2 est requise pour la dégranulation et peut inhiber la 
migration des mastocytes vers l’antigène [70].  
Le tableau suivant résume certains chimioattractants connus pour induire la migration des 
mastocytes humains.  
Tableau 2 : Résumé de certains chimioattractants des mastocytes humains. 
 Adapté de Bradding et Arthur [84] 
Facteur Récepteur(s) Effet(s) biologique(s) Références 
CCL11 CCR3 Chimioattractants des mastocytes dérivés 
de sang de cordons à 4 semaines et 
pulmonaires 
[71] 
CXCL12 CXCR4 Chimioattractants des mastocytes dérivés 
de sang de cordons, des progéniteurs 
mastocytaires, des mastocytes 
pulmonaires, peut agir en synergie avec le 
récepteur à l'histamine H4 
[72,73] 
CXCL8 CXCR1 Le blocage de CXCR1 diminue le  
chimiotactisme des mastocytes 
pulmonaires exposés à des surnageants de 
patients asthmatique 
[74] 
SCF KIT (SCFR ou 
CD117) 
Fort chimioattractants [75,76] 
PGE2 EP3 Diminution du chimiotactisme des 
mastocytes pulmonaires exposés à du 
surnageant de patient via EP2, mais à forte 
concentration induit le chimiotactisme 
[77,78] 
LTB4 BLT1, BLT2 Promeut la migration des progéniteurs de 
sang de cordon et des HMC-1  
[79,80] 
LTD4 cysLT1 Chimioattractants pour les progéniteurs 
CD34+ 
[81] 
IgE RFcHI Induit la migration vers l'antigène [68,82,83] 
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2-2- Phénotype et hétérogénéité des mastocytes matures 
Il est admis que les mastocytes présentent un phénotype et un aspect plutôt homogène. 
Mais, il est clairement établi que cette population cellulaire présente une hétérogénéité 
beaucoup plus riche qu’on aurait pu penser. L’hétérogénéité de ces cellules a déjà été 
décrite entre différentes espèces animales, entre différents organes, et même à l’intérieur 
du même organe. Comme nous avons vu avant, les mastocytes sont influencés pendant leur 
développement par une variété importante de cytokines, chimiokines et d’interactions 
cellulaires. On peut facilement imaginer que les concentrations et la disponibilité de ces 
stimulations va varier en fonction de la localisation dans le tissu du mastocyte et ainsi 
conditionner leur phénotype.  
2-2a Classification des mastocytes murins 
Dans les modèles murins, les travaux d’Enerback dans les années 1960 ont mis en évidence 
que les mastocytes retrouvés dans l’intestin peuvent présenter des caractéristiques 
(métachromatiques et histochimiques) différentes [85-87]. Ces premiers travaux ont permis 
la première classification des mastocytes murins en deux grandes catégories (Tableau 3) : les 
mastocytes des tissus connectifs appelés en anglais CTMC (connective tissue mast cell) et les 
mastocytes des muqueuses (MMC, mucosal mast cell). La principale distinction entre ces 
deux sous-populations vient de la nature du protéoglycane qui forme leurs granules. Les 
MMC sont enrichis en chondroïtine sulfate et sont colorés par le bleu alcian, tandis que les 
CTMC contiennent de l’héparine et sont colorés par la safranine [28,86]. 
2-2b Classification des mastocytes humains 
Le contenu granulaire en protéases a été la première caractéristique pour distinguer 
différentes classes de mastocytes humains (Tableau 3). En 1986, les travaux de l’équipe de L. 
Schwartz ont pu mettre en évidence que les mastocytes humains présentaient deux types 
distincts de protéases dans leurs granules [88]. Certains mastocytes présentaient un 
marquage, en immunohistochimie, uniquement pour la tryptase et sont désignés comme 
mastocytes tryptase (MCT). Les MCT sont retrouvés dans les muqueuses pulmonaires mais 
aussi dans la lamina propria à la fois en condition physiologique et pathologique [89,90]. Les 
mastocytes contenants de la tryptase, chymase, carboxypeptidase A3, et cathepsine G sont 
appelés mastocytes tryptase/chymase (MCTC) et sont retrouvés majoritairement dans les 
tissus connectifs. Ils sont localisés dans la peau [88], et sont aussi présents dans la lamina 
propria des bronches et en association étroite avec les vaisseaux sanguins [90] (Figure 5).  
 
 Page | 25  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette dichotomie tranchée basée sur le contenu en protéase a été utile pour la clarté des 
études sur les mastocytes mais les nouvelles technologies d’analyse comme la PCR en 
cellules individuelles ou la cytométrie en flux remettent en question ces catégories et vont 
permettre dans le futur une meilleure compréhension de cette hétérogénéité. Des données 
de la littérature ont confirmé que les mastocytes dérivés de progéniteurs sanguins sont 
capables d’exprimer un répertoire complet en protéases [92]. Ces résultats suggèrent que le 
microenvironnement local serait responsable du niveau d’expression de ces protéases et 
induirait ces sous-populations de mastocytes. Il a été montré par exemple que l’IL-4 
augmentait l’expression de la chymase dans les mastocytes dérivés de sang de cordon [93] 
et que les cellules endothéliales amélioraient la survie des mastocytes exprimant la tryptase 
et la chymase [94]. De plus, une étude intéressante de 2009 par Anderson et collaborateurs 
a mis en évidence que suivant leur localisation dans les poumons, les mastocytes 
exprimaient de façon différente le RFcHI, IL-9R, la rénine, la  tryptase ou encore la chymase. 
De manière intéressante, le récepteur aux IgE est exprimé de façon importante dans les 
mastocytes des conduits aériens et virtuellement absent des mastocytes du parenchyme 
alvéolaire [95].  
Le tableau suivant résume les différentes caractéristiques globales des sous-populations 
connues des mastocytes murins et humains.    
 
 
 
Figure 5 : Distribution des mastocytes dans la peau d’oreille d’une souris (Mcpt5-Cre+R26Y+). Les 
mastocytes sont marqués à l’aide d’une protéine fluorescente (vert) constitutivement exprimée et 
les vaisseaux sanguins sont marqués en rouge. [91]. 
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Mastocytes murins Mastocytes humains 
 
MMC CTMC MCT MCTC 
Contenu granulaire MCP-1, et 2 
MCP-4,5,6, 
et 7 + CPA 
Tryptase 
Tryptase, Chymase, 
carboxypeptidase, 
cathepsine G 
Protéoglycanes 
Chondroïtine 
sulphate 
Héparine Héparine Héparine 
Localisation Muqueuses 
Tissus sous-
muqueux 
Epithélium, 
lamina propria 
Lamina propria, tissus 
connectifs, peau 
Marquage en 
immunohistochimie 
Bleu alcian + Safranine + 
 
 Safranine + 
Relargage LTC4 +++ - +++ + (peau) 
Relargage PGD2 + + +++ +++ (peau) 
Activation par le RFcHI Oui Oui Oui Oui 
Activation par la 
substance P 
Non Oui Non Oui 
Réponse aux C5a Oui Oui  Non Oui 
Tableau 3 : Principales caractéristiques des sous-types de mastocytes murins et humains. 
On peut facilement imaginer que la durée de vie extrêmement longue des mastocytes les 
amène à rencontrer de nombreuses situations inflammatoires ou autres qui modulent son 
phénotype à un temps donné pour une situation donnée.  
2-3- Modèle d’études des mastocytes in vitro 
L’analyse des caractéristiques et fonctions des mastocytes a nécessité l’élaboration de 
différents modèles de cellules primaires et l’utilisation de lignées cellulaires. Malgré les 
progrès en matière de souris génétiquement modifiées, qui sont aujourd’hui des références 
pour l’étude des mastocytes, les modèles in vitro sont toujours nécessaires pour analyser 
certaines fonctions des mastocytes difficilement abordables in vivo. Les différents modèles 
de souris génétiquement modifiées seront exposés au cours des chapitres quand les 
molécules utilisées pour cibler spécifiquement les mastocytes seront abordées.  
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2-3a Les modèles de mastocytes primaires murins 
Chez la souris comme chez l’Homme, il est très difficile d’obtenir ex vivo une grande quantité 
de mastocytes primaires. Cependant, il est possible, à partir de lavage péritonéal et de 
broyat de tissus, d’obtenir des mastocytes qui comme décrit précédemment vont constituer 
une population hétérogène. En 1981, Razin et al. ont décrit un premier protocole de 
génération de mastocytes à partir de cellules de moelle osseuse. Ces cellules mises en 
présence d’IL-3 vont se différencier en mastocyte relativement immature et sont appelées 
BMMC (bone-marrow-derived mast cells). Ce modèle est toujours un des plus fréquemment 
utilisé dans la littérature aujourd’hui  [96]. Un modèle plus récent de mastocyte murin a été 
développé par le laboratoire de Marc Daëron grâce à l’utilisation des progéniteurs 
mastocytaires que l’on peut retrouver dans le péritoine des souris. Les PCMC (peritoneal cell-
derived mast cell) présentent un phénotype plus mature que les BMMC, ces cellules 
nécessitent la présence de SCF pour proliférer et survivre [97]. Ce modèle d’étude a 
notamment été utilisé dans notre équipe pour étudier les interactions entre mastocytes et 
lymphocytes T CD4+ [98].  
 2-3b Les modèles de mastocytes primaires humains  
Chez l’Homme, la difficulté pour obtenir des quantités suffisantes de tissus primaires pour 
extraire les mastocytes a poussé les chercheurs à développer des modèles de mastocytes in 
vitro. Il existe des lignées cellulaires de mastocytes humains (LAD-2, HMC-1, ROSA,…) qui 
présentent certains avantages, notamment sur la quantité de cellules pouvant être 
générées, mais ces lignées sont souvent issues de patients présentant des anomalies ou 
mutations dans les mastocytes. Ces mutations ou autres modifications génétiques rendent 
les résultats obtenus, avec ces lignées, facilement discutables et difficilement relevant de la 
véritable biologie du mastocyte. Il existe principalement deux modèles, chez l’Homme, de 
mastocytes primaires : les CBMC (cord blood-derived mast cell) et les mastocytes dérivés de 
progéniteurs du sang périphérique. Les CBMC comme leur nom l’indique sont dérivés de 
progéniteurs CD34+ issus de sang de cordon ombilical [99,100]. La présence de SCF est 
indispensable à ce modèle et l’IL-3 améliore la prolifération des cellules pendant la première 
semaine de culture. Les mastocytes dérivés du sang périphérique proviennent aussi de 
progéniteurs CD34+ que l’on peut trouver dans le sang de tout donneur [16,101]. Ce modèle 
nécessite du SCF en permanence et de l’IL-3 pendant la première semaine de culture [15]. 
L’ajout d’interleukine 6, pendant la culture, permet le maintien des cultures à long terme et 
exerce une activité anti-apoptotique  [61,102,103]. Au bout de huit semaines de culture, les 
mastocytes présentent un phénotype mature avec une expression constitutive des 
récepteurs caractéristiques des mastocytes comme le CD117 et le RFcHI. De plus, comme 
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mentionné dans le chapitre précédent, ces mastocytes expriment dans leurs granules une 
variété importante de protéases (tryptase, chymase,…) et autres molécules caractéristiques 
des mastocytes matures [31,32,92]. Ce modèle, utilisé pendant ma thèse, est intéressant et 
présente de nombreux avantages. Les échantillons sanguins sont facilement récupérables et 
en quantité importante. Le nombre de cellules obtenu est important mais varie 
considérablement en fonction des donneurs et la durée de vie de ces cultures est 
extraordinairement longue jusqu’à six mois en présence de SCF (données non publiées).  
2-4- Mécanismes d’activation des mastocytes 
Au début de l’infection de l’organisme ou de la réponse inflammatoire, le premier rôle des 
mastocytes est de reconnaître le pathogène ou la situation inflammatoire. Cette information 
est intégrée, analysée et une réponse adéquate du mastocyte a lieu pour permettre la 
cascade d’évènements qui permet le retour à l’équilibre de l’environnement. Les mastocytes 
sont, parmi les cellules de l’immunité, celles qui possèdent un des plus larges panels de 
mécanismes d’activation une fois mature ce qui en fait de redoutables sentinelles. L’étude 
de ces mécanismes d’activation a souvent été cloisonnée à des modèles pathologiques 
comme l’asthme et il reste encore beaucoup de choses à découvrir notamment sur 
l’activation des mastocytes dans l’homéostasie des tissus et les réponses aux pathogènes. 
Les mastocytes expriment de façon constitutive certains récepteurs pour les 
immunoglobulines qui permettent la reconnaissance spécifique de pathogènes via les 
anticorps. Ils peuvent aussi exprimer des récepteurs couplés à des protéines G comme le 
récepteur au complément C5a ou des récepteurs pour des neuropeptides. Ces cellules 
possèdent aussi de nombreux récepteurs pour des cytokines ou encore d’autres récepteurs 
comme les TLR ou CD48.    
2-4a- Les récepteurs au fragment constant des immunoglobulines (RFc)  
Les anticorps exercent de nombreuses fonctions biologiques en se liant à des récepteurs 
cellulaires via leur partie Fc (fragment cristallisable) : les RFc. Les RFc sont définis par leur 
spécificité pour leurs isotypes d’immunoglobuline. Les récepteurs Fc pour les IgG sont 
nommés RFcJ, pour les IgE RFcH, pour les IgA RFcD et ainsi de suite. Parmi ces récepteurs, on 
peut encore distinguer différents sous-groupes qui sont définis par des structures distinctes : 
par exemple parmi les RFcJ on distingue trois familles : RFcJI, RFcJII, et RFcJIII. Tandis que les 
RFcH sont séparés en deux groupes : RFcHI et RFcHII [104]. Ces différents sous-groupes ont 
des affinités différentes pour leurs immunoglobulines ce qui permet une séparation entre les 
récepteurs de haute affinité comme le RFcJI et le RFcHI qui ont des affinités respectives de 
108-109M-1 et 1010M-1 et les récepteurs de faible affinité comme le RFcJII qui a une affinité 
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de l’ordre de 107M-1. Les récepteurs de haute affinité peuvent directement lier des anticorps 
monomériques par le phénomène dit de « sensibilisation ». Ces anticorps, une fois liés, 
peuvent reconnaître l’antigène et ce complexe peut rester actif pour une longue période 
[105] comme il a été montré pour le RFcHI [106]. Les récepteurs de faible affinité 
reconnaissent des complexes immuns où l’antigène est recouvert d’anticorps ou 
« osponisé ».   
La plupart des cellules immunitaires expriment des RFc (Figure 6) et ces récepteurs sont 
pour la plupart activateurs et certains inhibiteurs. Les RFc activateurs contiennent des 
nombres variables de motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) dans 
leur domaine cytoplasmique propre ou les sous-unités qui leur sont associées. La famille des 
RFc activateurs comprend : le RFcDI, le RFcHI, le RFcJI et aussi les récepteurs de faible affinité 
pour les IgG (RFcJIIA, RFcJIIC, RFcJIIIA). Les récepteurs inhibiteurs contiennent des motifs 
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs). Le principal RFc inhibiteur est le 
RFcJIIB qui une fois co-agrégé avec d’autres RFc par des complexes immuns induit un signal 
inhibiteur [107-109].  
 
Figure 6 : Expression relative des récepteurs aux IgE et IgG sur les cellules immunitaires humaines et 
murines. Adapté de Jönsson et Daëron [109] 
Les mastocytes expriment de façon constitutive le récepteur de haute affinité pour les IgE 
(RFcHI) mais aussi certains récepteurs aux IgG qui seront détaillés par la suite.  
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L’activation des mastocytes médiée par le RFcHI 
Le RFcHI est un récepteur tétramérique qui comprend une chaine D, une chaine E(exprimée 
spécifiquement par le RFcHI des mastocytes et basophiles [110,111]) et un homodimère de 
deux sous-unités J reliées par un pont disulfure [105,112,113] (Figure 7). Les deux sous-
unités J sont responsables de l’initiation du signal qui va aboutir à l’activation du mastocyte 
car elles présentent les principaux ITAM. La sous-unité E quant à elle sert à amplifier le 
signal. Cette sous-unité est d’ailleurs la cible d’un nouveau modèle de souris déficiente en 
mastocytes et basophiles (voir encadré ci-dessous).  
 
Figure 7 : Schéma de la structure de la chaîne D du RFcHI et sa liaison avec une IgE.  
Schéma de Gould et Sutton [114].  
Fixation de l’IgE sur son récepteur 
Le RFcHI est spécifique pour les IgE mais pas entièrement espèce spécifique. Les IgE murines 
peuvent se fixer sur le RFcHI murin et humain tandis que les IgE humaines se lient 
uniquement au RFcHI humain [116]. Une littérature riche a documenté la liaison de l’IgE sur 
son récepteur et le consensus de ces études indique que l’IgE se lie sur la chaîne D via son 
domaine CH3 [116] (Figure 7). La fixation seule de l’IgE va permettre de stabiliser le RFcHI et 
empêcher sa dégradation. De plus, certaines études ont pu montrer que cette liaison avait 
Souris RMB : l’équipe d’Ulrich Blank et de Pierre Launay a généré un modèle de souris 
appelé RMB (Red Mast cell and Basophil). Dans cette souris, une cassette codant pour la td-
Tomato rouge (protéine fluorescente) et le récepteur humain à la toxine diphtérique a été 
insérée dans le gène Ms4a2 codant pour la chaine E du RFcHI. L’injection de la toxine 
diphtérique induit la délétion efficace de tous les mastocytes et basophiles sans affecter les 
autres cellules immunitaires [115].   
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un effet anti-apoptotique via l’activation de BCLXL, favorisait la prolifération des mastocytes 
murins, et la libération de cytokines (IL-13, IL-6, IL-4 et TNF-D) [117,118].  
Agrégation et signalisation du RFcHI   
L’agrégation des immunorécepteurs est un élément essentiel à l’initiation du signal de 
transduction. Des études pionnières ont montré que des ligands bivalents étaient suffisants 
pour induire l’activation des mastocytes via le RFcHI, les travaux de l’équipe de Metzger ont 
mis en évidence que des monomères d’IgE reliés de façon chimique étaient suffisants pour 
induire la dégranulation des mastocytes [119,120]. Un faible nombre de récepteurs engagés 
étant suffisant pour activer les mastocytes, on peut alors penser que l’expression abondante 
de RFcHI permet la liaison de nombreuses IgE ayant des spécifiés différentes ce qui permet 
aux mastocytes de répondre à de nombreux antigène à la fois. De façon intéressante, 
l’agrégation du RFcHI a été montrée comme indispensable dans des expériences où le rajout 
d’un large excès de ligands monovalents lors d’une stimulation avec des ligands multivalents 
bloque l’activation des mastocytes [121]. Ce rajout de ligand monovalent va favoriser la 
dissociation des ligands multivalents avec l’antigène mais aussi possiblement induire le 
recrutement de phosphatases comme SHP-1. L’agrégation physique des RFcHI induit des 
déplacements latéraux dont la vitesse moyenne est de l’ordre de 2-4x10-10cm2/s, une fois 
suffisamment de récepteurs agrégés le complexe va s’immobiliser et la signalisation 
intracellulaire est initiée [122,123].   
Suite à l’agrégation du récepteur, les kinases de la famille SRC phosphorylent les ITAM du 
récepteur [124]. Chez les mastocytes, la principale kinase SRC qui est recrutée est la kinase 
LYN qui réside principalement dans les radeaux lipidiques ou « rafts » [125]. Il existe 
certaines contradictions dans la littérature quant au rôle de LYN dans la signalisation du 
RFcHI : par exemple il a été reporté que les souris déficientes en LYN ne présentent plus de 
réaction allergique [126] tandis que dans certains modèles de réactions anaphylactiques 
l’absence de LYN dans les souris exacerbent la pathologie [127]. De même les BMMC, 
dérivés de souris déficientes en LYN, présentent une réponse dégranulatoire en réponse à 
l’engagement du RFcHI qui peut être diminuée [128] ou équivalente [129] ou même 
supérieure [130] à leur contrôle WT. Ces résultats contradictoires restent énigmatiques mais 
des disparités dans les modèles de souris utilisés, l’âge des souris et les conditions de culture 
des BMMC pourraient expliquer ces différences. Une explication possible à ces 
contradictions aurait été apportée par Hernandez-Hansen et al. qui montrerait que LYN peut 
être à la fois un régulateur positif et négatif de la signalisation de ce récepteur [131,132]. Les 
résidus phosphorylés par LYN sont présents sur les ITAM des chaines Eet J du RFcHI. Une 
fois ces résidus phosphorylés, ils fournissent un site liaison de haute affinité pour les kinases 
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LYN et SYK (spleen tyrosine kinase) [133,134]. Ces deux kinases phosphorylent ensuite la 
molécule adaptatrice LAT (linker for activation of T cells) qui est cruciale dans la suite des 
évènements de transduction du signal intracellulaire[135]. 
LAT est une molécule adaptatrice qui agit comme une plateforme de recrutement, 
découverte à l’origine dans les lymphocytes T activés [136], sa phosphorylation induit la 
mobilisation de nombreuses molécules comme : GRB2 (growth-factor-receptor-bound 
protein2), GADS (GRB2-related adaptor protein), SHC (SH2-domain-containing transforming 
protein C), SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein of 65 kDa), VAV, PLCJ1 
(phospholipase CJ1) [137]. Cet énorme complexe macromoléculaire génère de nombreuses 
voies de signalisation comme les kinases MAP ou un flux calcique intracellulaire. Malgré 
l’importance de LAT dans la transduction du signal, son absence n’induit pas l’abrogation 
totale de la réponse dégranulatoire [135]. En 2002 et 2003, une nouvelle molécule a été 
identifiée ayant des fonctions proches de LAT : NTAL (non-T-cell activation linker) [138] et 
LAB (linker for activation of B cells) [139]. Cette molécule a depuis été renommée LAT2. Son 
rôle a été identifié chez les mastocytes par utilisation de siRNA contre LAT2 dans les 
mastocytes humains et murins qui ont montré une réduction de la réponse dégranulatoire 
[140]. L’intensité du signal reçu par le RFcHI semble importante pour réguler si la voie de 
signalisation induite passe par LAT1 ou LAT2. L’équipe de Juan Rivera a montré récemment 
qu’une faible stimulation du RFcHI déplace le signal intracellulaire de LAT1 vers LAT2 
induisant une réponse dégranulatoire moins importante mais une production de chimiokines 
améliorée [141]. Cette différence fine dans la signalisation du RFcHI est capable de modifier 
la réponse immunitaire. Une des principales enzymes qui va être activée par LAT est la PLCJ. 
Une fois activée, la PLCJ1 (majoritairement chez l’Homme) ou la PLCJ2 catalysent l’hydrolyse 
du phosphatidyl inositol 4,5-biphosphate (PI-4,5-P2) en deux produits : l’inositol -1,4,5-
triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) [142,143]. L’IP3 induit ensuite la mobilisation du 
calcium intracellulaire et le DAG l’activation de la protein kinase C (PKC). 
Comme mentionné précedemment, la chaine E du RFcHI a un rôle d’amplification du signal 
initié par les chaines J. Le groupe de Juan Rivera a pu apporter la première preuve qu’une 
autre kinase de la famille SRC était recrutée en addition de LYN : FYN. Ils ont pu montrer que 
cette kinase était requise pour la dégranulation et la production de cytokine par les 
mastocytes [130]. Cette kinase ne nécessite pas la molécule LAT et n’induit pas l’activation 
des PLCJ. Par contre, elle est capable d’activer la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) [144]. 
La PI3K est ensuite capable de phosphoryler certains phosphoinositides à la membrane 
plasmique, ce qui permet l’ouverture de sites de liaisons pour certaines molécules comme 
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les PLCJ, VAV ou encore BTK (Burton’s tyrosine kinase) [145]. Le schéma de la signalisation 
principale et complémentaire du RFcHI est présenté en Figure 8.  
 
Figure 8 : La signalisation principale (schéma de gauche) et complémentaire (schéma de droite) du 
RFcHI. Adapté de Gilfillan et Tkaczyk [29] 
La signalisation du RFcHI aboutit entre autre à l’induction d’un flux calcique à l’intérieur du 
mastocyte. L’activité des canaux ioniques est un mécanisme fondamental des cellules de nos 
organismes. Ce groupe de protéines permet le passage de différents ions comme le Na+, K+ 
et Ca2+ à travers les membranes cellulaires. Ces transferts d’ions sont impliqués dans de 
nombreux processus biologiques comme la transcription des gènes, la prolifération des 
cellules et le relargage de cytokines [146]. Chez les mastocytes, le canal calcique principal est 
le canal CRAC, formé par six protéines transmembranaires Orai1 [147]. Ce canal a été 
identifié à la fois dans les mastocytes murins [148] et humains [149]. L’importance de ces 
canaux a été identifiée chez les souris déficientes en Orai1, où la dégranulation, les 
productions de LTC4 et de TNF-D sont largement diminuées [150]. Chez l’homme, l’inhibition 
pharmacologique de ces canaux diminue la dégranulation et la production de LTC4 par les 
mastocytes pulmonaires suggérant qu’un blocage pharmacologique de ces canaux serait une 
thérapie possible chez les patients asthmatiques [151]. Mais ce traitement apparaît 
difficilement envisageable étant donné l’expression de ces canaux par de nombreuses autres 
cellules de l’organisme.  
L’activation des mastocytes est aussi affectée par le blocage de STIM-1 (stromal interaction 
molecule-1). STIM-1 est une protéine présente sur le réticulum endoplasmique qui couple la 
perte des stocks intracellulaires de calcium et l’influx de calcium par les canaux Orai [152]. 
Une fois que les stocks de calcium intracellulaires seront épuisés, STIM-1 se transloque à la 
membrane plasmique où il facilite l’assemblage des canaux Orai. La déficience de STIM-1 
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dans les mastocytes induit, comme pour les canaux Orai, une diminution du flux calcique 
médiée par le RFcHI et une réponse dégranulatoire moins efficace [153].  
Régulation positive du RFcHI, l’exemple du récepteur c-Kit 
Il existe de nombreux régulateurs du RFcHI qui contrôlent de façon positive ou négative le 
signal intracellulaire ou même l’expression de récepteur, revue dans Kraft et Kinet [154]. 
J’exposerai, ici, l’importance du SCF mais il existe d’autres molécules dont les voies de 
signalisation croisent avec les voies de signalisation du RFcHI.  
Le SCF et son récepteur c-Kit sont cruciaux pour le développement des mastocytes mais les 
voies de signalisation induites par le SCF peuvent aussi influencer positivement l’activation 
des mastocytes via le RFcHI. Des études réalisées chez l’Homme [155] et la souris [156] ont 
pu montrer que le SCF était capable de fortement potentialiser la dégranulation des 
mastocytes suite à l’activation du RFcHI. La présence simultanée de SCF et de l’antigène 
peuvent aussi augmenter l’expression d’ARNm de nombreuses cytokines chez les mastocytes 
humains [157] et murins [158]. Cette potentialisation peut être expliquée par de 
nombreuses voies de signalisation qui sont communes entre le récepteur c-Kit et le RFcHI 
comme par exemple : l’activation de la PI3K, la PLCJ ou encore les MAP kinases [157]. 
L’activation de ces voies par le SCF n’est pas capable d’induire la dégranulation des 
mastocytes et ce phénomène peut être expliqué par l’absence de phosphorylation de la 
molécule LAT et de la PKC [157].  
Régulation négative du RFcHI 
Le RFcHI est finement régulé pour éviter une activation trop forte des mastocytes et par 
conséquent, une réponse inflammatoire délétère pour l’organisme. La kinase Lyn par 
exemple a été décrite comme impliquée dans la régulation positive du RFcHI mais aussi 
négative. Elle est capable d’induire la phosphorylation des motifs ITIM inhibiteurs et ainsi le 
recrutement de SHIP [127]. SHIP est une phosphatase cruciale pour générer la 
désensibilisation du RFcHI et arrêter le signal activateur [159]. D’autres protéines comme 
RabGEF1 ou RGS13 vont aussi pouvoir réguler négativement le RFcHI en agissant sur les voies 
ERK et PI3K respectivement [160,161].  
Le RFcJIIB est un récepteur au fragment constant qui va induire un signal inhibiteur sur le 
RFcHI [162,163]. L’expression de ce récepteur est toujours controversée chez les mastocytes 
humains : certains mastocytes humains  peuvent le présenter [164] mais les mastocytes 
retrouvés dans la peau eux ne l’expriment pas [165]. 
L’activation du RFcHI est une balance entre signaux positifs et négatifs de la transduction du 
signal et les récepteurs coengagés qui influent aussi sur l’activation de la cellule.   
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Les autres molécules impliquées dans la régulation négative du RFcHI sont résumées dans la 
Figure 9.   
 
Figure 9 : Régulation négative des voies de signalisation induite par le RFcHI.  
Adaptée de Kalesnikoff et al. [166] 
 L’activation des mastocytes par les RFcJ
Même si le RFcHI est un récepteur majeur pour l’activation des mastocytes, les quantités 
d’anticorps de type IgE sont toujours minoritaires par rapport aux réponses de type IgG. Les 
mastocytes murins et humains expriment certains récepteurs aux IgG qui sont capables 
comme pour le RFcHI d’induire une activation significative des mastocytes notamment en 
terme de dégranulation et production de médiateurs pro-inflammatoires. Les mastocytes 
murins expriment de façon constitutive les RFcJIIB inhibiteur et RFcJIIIA activateur [167]. Les 
mastocytes pulmonaires par contre n’expriment pas le RFcJIIIA [168] mais les mastocytes 
primaires humains dérivés du sang périphérique utilisés pendant ma thèse expriment, quant 
à eux, de façon constitutive le RFcJIIIA ce qui a permis l’utilisation de cibles opsonisées avec 
des IgG [32]. Ces récepteurs de basse-affinité permettent aux mastocytes de ne répondre 
qu’aux complexes immuns car une expression constitutive de récepteur de haute-affinité 
induirait la liaison d’IgG de façon constante sur les mastocytes et ainsi des réponses 
allergiques beaucoup plus fréquentes. Mais il a cependant été décrit que le récepteur de 
haute affinité pour les IgG le RFcJI peut être induit sur les mastocytes après stimulation à 
l’IFNJ[169]. Cette expression différentielle des RFcJ chez les mastocytes souligne encore 
l’hétérogénéité de cette population de cellules qui, au cours de leur vie, modulera 
l’expression de ces récepteurs de surface en fonction du contexte inflammatoire.  
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La signalisation induite par les RFcJ activateurs est assez similaire à celle induite par le RFcHI, 
le nombre d’ITAM présent sur les récepteurs permet de moduler la force du signal induit 
[107].  
2-4b-Les récepteurs couplés à des protéines G 
Le complément 
Le récepteur au C5a (CD88) est exprimé à la surface des mastocytes pulmonaires [170]. 
L’activation de ce récepteur par le C5a est capable d’induire la dégranulation des mastocytes 
[170]. De plus des concentrations plus élevées de C5a ont été retrouvées chez les patients 
souffrants d’asthme [171], indiquant que dans ce genre de pathologie le complément 
pourrait exacerber l’effet pathologique des mastocytes.  
Les neuropeptides 
Le mastocyte est une cellule immunitaire que l’on retrouve souvent associé avec les 
neurones à la fois dans des conditions physiologiques mais aussi pathologiques. Cette 
interaction étroite conduit de nombreuses équipes de recherches à analyser les échanges 
qui pouvaient exister entre ces deux types de cellules. Les neurones sont capables de 
produire de nombreux médiateurs qui peuvent agir sur les cellules du système immunitaire. 
Un des neuropeptides les plus importants pendant les interactions mastocytes/neurones est 
la substance P (SP ou neurokinine 1). Ce neuropeptide découvert au début des années 1930 
[172] a de nombreuses fonctions dans le système nerveux central et périphérique. La SP 
peut être sécrétée par les fibres nerveuses centrales et périphériques. Il peut agir sur les 
cellules endothéliales, musculaires et cellules immunitaires en induisant de la vasodilatation 
des vaisseaux, l’adhésion des leucocytes, la contraction des cellules musculaires lisses,…   
En 1999, le groupe de Theoharides a mis en évidence qu’un stress important induisait la 
dégranulation des mastocytes, et cette activation est dépendante de la SP produite par les 
neurones [173]. Ce processus induit une boucle d’activation entre neurones et mastocytes 
où ces derniers libèrent en retour de la tryptase et de l’histamine contenues dans les 
granules qui rendent les neurones hyperexcitables (via les récepteurs PAR2 et H1R 
respectivement pour la tryptase et l’histamine exprimés à la surface des neurones) 
[174,175]. Cette boucle d’activation a notamment été décrite dans l’intestin et les maladies 
inflammatoires associées à cet organe où ces deux types cellulaires ont un rôle important 
[176] (Figure 10).  
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Figure 10 : Interactions entre mastocytes et neurones. Microscopie électronique montrant 
l’association entre fibres nerveuses (flèches) et mastocytes (MC) dans la muqueuse intestinale de 
donneur sains (A) ou de patients atteints du syndrome de l’intestin irritable (B-D), (panel de 
droite)corrélation entre nombre de mastocytes dégranulés et nombre de mastocytes localisés à 
moins de 5μm de nerfs chez les patients. Barbara et al. [176] 
La SP à forte concentration induit la dégranulation et la production de médiateurs pro-
inflammatoires des mastocytes humains (CXCL8, RANTES, IL-6, TNF-D,…) [177,178]. 
L’activation par la SP induit aussi l’augmentation d’expression du TLR2, rendant plus sensible 
ces cellules à la stimulation via ces récepteurs par les ligands bactériens [179]. Le psoriasis 
est une pathologie cutanée où on retrouve aussi en abondance des fibres nerveuses 
exprimant la SP et des mastocytes à proximité [180]. A nouveau le groupe de Theoharides a 
pu démontrer que la SP, dans cette pathologie, induisait la sécrétion de VEGF par les 
mastocytes, participant à la génération des plaques psoriasiques. L’IL-33 est aussi impliquée 
dans ce phénomène car elle est capable d’amplifier la réponse inflammatoire dans cette 
boucle d’activation [181,182]. Le récepteur des mastocytes murins et humains à la SP a été 
identifié récemment. Ce récepteur, couplé à des protéines G, est appelé MRGPRX2 chez 
l’Homme et Mrgprb2 chez la souris [183]. Ce récepteur est en effet capable de se lier à la 
substance P mais aussi à d’autres sécrétagogues comme des peptides inflammatoires ou des 
médicaments associés à des réactions allergiques comme certains antibiotiques. Ce 
récepteur serait donc une cible idéale dans le traitement des allergies associées à certains 
médicaments.  
Chez la souris, les mastocytes peuvent aussi être activés par d’autres facteurs dérivés des 
neurones : le NGF (nerve growth factor), le peptide relié au gène de la calcitonine (CGRP) et 
le polypeptide intestinal vasoactif (VIP) [184]. L’ensemble de ces médiateurs activent les 
mastocytes via leur récepteur ou activation directe de protéines G.  
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2-4c- Les récepteurs aux cytokines 
L’interleukine 33  
L’interleukine 33 (IL-33) est une cytokine nucléaire décrite initialement par l’équipe de Jean-
Philippe Girard, à Toulouse, dans les cellules endothéliales des HEV (high endothelial 
venules) [185-187]. Elle est capable d’activer ses cellules cibles via son récepteur, ST2 ou IL-1 
RAcP, qui induit les voies de signalisation dépendantes de la protéine Myd88 [188]. De 
nombreuses cellules immunitaires peuvent être activées par l’IL-33 [189] notamment : les 
cellules lymphoïdes innées de type 2 [190], les basophiles [191], les éosinophiles [192,193], 
les lymphocytes TH2 [188] ou Treg [194] , les cellules NK [195], et les mastocytes [196-201].  
L’IL-33 est exprimée constitutivement dans de nombreux tissus [202]. De façon intéressante, 
on la retrouve principalement localisée dans le noyau des cellules productrices mais son rôle 
nucléaire reste encore mal compris [202]. Son expression peut être augmentée durant les 
processus inflammatoires, il a notamment été montré qu’une inflammation des voies 
aériennes suite à une exposition répétée à l’ovalbumine ou à des pollens augmentait 
l’expression de l’IL-33 dans les cellules pulmonaires [203,204]. Chez l’Homme, Prefontaine et 
al. ont pu mettre en évidence une expression nucléaire plus importante d’IL-33 dans les 
cellules épithéliales aériennes des patients souffrant d’asthme [205]. L’IL-33 est donc 
majoritairement produite par les cellules non-hématopoïétiques comme les cellules 
épithéliales mais les macrophages et cellules dendritiques sont aussi capables de la produire 
en cas d’infection ou d’inflammation allergique [204,206]. La forme biologiquement active 
de taille normale de l’IL-33 peut être libérée dans le milieu extracellulaire après des 
dommages cellulaires ou un stress mécanique [207,208]. Certains allergènes 
environnementaux comme les pollens de graminées présentent des protéases qui peuvent 
in vivo induire des stress apoptotiques et mécaniques sur les cellules épithéliales aériennes 
et induire la sécrétion d’IL-33 [209]. Cependant, ces allergènes induisent l’accumulation de 
signaux de dangers comme de l’ATP qui à son tour génère la libération d’IL-33 [210]. 
L’activité de cette cytokine est régulée par les protéases qui jouent un rôle essentiel à la 
régulation positive ou négative de l’IL-33. La caspase-3 est capable de cliver l’IL-33 et ainsi de 
générer deux produits inactifs [207]. En contraste, les protéases générées durant 
l’inflammation sont capables de potentialiser l’activité de l’IL-33 : l’équipe de Jean-Philippe 
Girard a pu montrer que les protéases à sérine, la cathèpsine G et l’élastase des neutrophiles 
sont capables d’induire la maturation de l’IL-33 et générer une forme dix fois plus 
biologiquement active [211]. Dans une étude plus récente, cette même équipe a démontré 
que les protéases (chymase et tryptase) des mastocytes humains étaient capables de la 
même façon de générer des formes tronquées de l’IL-33 biologiquement plus actives [190].  
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Les mastocytes ont donc une relation étroite et réciproque avec cette alarmine. Son 
récepteur ST2 est exprimé de façon précoce dans le développement des mastocytes murins 
et humains [10,212]. L’IL-33 est aussi capable d’améliorer la survie des mastocytes humains 
matures [197]. La majorité des études s’accordent sur le fait que l’IL-33 n’est pas capable 
d’induire la dégranulation des mastocytes seule. L’IL-33 semble par contre être capable 
d’induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les mastocytes : IL-6, TNF-D, IL-5, 
IL-10, IL-13, et GM-CSF mais aussi des chimiokines inflammatoires comme CXCL8 et CCL1 
[196,200,212,213]. Son action la plus intéressante est surement sa fonction de synergie avec 
le récepteur de haute affinité pour les IgE, le RFcHI. La combinaison d’activation des 
mastocytes par l’IL-33 et le RFcHI induit une activation plus forte de ces derniers, sans 
modifier le flux calcique induit par le RFcHI [200]. Il a été montré dans des modèles murins 
que la dégranulation et le relargage de médiateurs (IL-6, IL-13, et TNF-D) étaient 
potentialisés par un traitement des cellules avec l’IL-33 [197]. De façon intéressante, il a 
aussi été montré récemment dans un modèle d’allergie murine, que la présence 
d’interleukine 33 induisait une libération plus importante de E-hexosaminidase et de 
sérotonine par les mastocytes sans augmentation dans ce modèle du nombre global de 
mastocytes. Ce modèle suggère l’émergence de mastocytes avec un pouvoir inflammatoire 
plus important [214].  
Mais l’effet de l’IL-33 semble dépendant du temps d’exposition des mastocytes, l’équipe de 
Dean Metcalfe et Alasdair Gilfillan défend que l’IL-33 induirait un phénotype hypo-
répondeur des mastocytes. Une exposition des mastocytes à 10ng/mL d’IL-33 sur plus de 24 
heures allant jusqu’à huit semaines inhibe la dégranulation analysée par le relargage de la E-
hexosaminidase (test enzymatique mesurant la dégranulation sur la population globale). 
Mais l’exposition de courte durée (moins de 24h), en accord avec les travaux précédents, 
montre une potentialisation de la dégranulation [201]. La même équipe a pu mettre en 
évidence que les mastocytes humains sont capables de synthétiser et libérer le récepteur 
soluble à l’IL-33 (sST2) après 24 heures de stimulation [215]. L’IL-33 étant une alarmine 
libérée très rapidement lors de l’inflammation et ensuite rapidement dégradée par les 
caspases, on peut se demander si in vivo, les mastocytes peuvent être exposés pendant 
plusieurs semaines à cette cytokine et  si réellement ce phénotype hyporépondeur peut être 
induit.   
Pendant ma thèse, je me suis intéressé à analyser l’effet de l’IL-33 sur une courte durée de 
stimulation (1 heure). Cette courte durée de stimulation peut se produire in vivo, on peut 
facilement envisager que rapidement après une blessure, l’IL-33 stimule les mastocytes et 
rapidement le stimulus inflammatoire déclenche la dégranulation. Les différentes études ont  
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analysé la dégranulation seulement avec le relargage de la E-hexosaminidase. Ce test ne 
reflète pas le comportement des mastocytes individuels lorsqu’ils dégranulent mais donne 
une bonne indication sur la réponse globale de la population. C’est pour cela que nous nous 
sommes intéressés, pendant ma thèse, à analyser l’effet de l’IL-33 sur la réponse de 
dégranulation et la synthèse de chimiokines au niveau « single-cell » grâce à notre technique 
innovante d’analyse de la dégranulation à l’avidine. Cette approche permet d’analyser la 
fréquence exacte de mastocytes qui dégranulent mais aussi l’intensité de la dégranulation 
comme expliquer dans le chapitre sur les granules des mastocytes.  
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) 
TSLP est un membre de la famille des cytokines de l’IL-2, initialement découverte dans le 
surnageant de cellules épithéliales du thymus [216]. Durant l’inflammation allergique, les 
principaux producteurs de TSLSP sont les cellules épithéliales, kératinocytes, et de récentes 
données montrent que les cellules dendritiques et mastocytes sont aussi capables de 
sécréter cette cytokine [217-221]. L’effet de cette cytokine a été analysé dans les 
pathologies asthmatiques et les mastocytes dans ces modèles. En 2007, Allakhverdi et al. ont 
montré  que les mastocytes humains en réponse au TSLP et en synergie avec l’IL-1 et TNF-D 
pouvaient sécréter des cytokines de type TH2 comme l’IL-5, l’IL-13,… Cette potentialisation 
de la réponse des mastocytes pourrait avoir un rôle central dans les pathologies comme 
l’asthme ou la dermatite atopique [222]. Ces données ont été confirmées par d’autres 
études et montrent le même impact de cette cytokine sur la libération de cytokines pro-
inflammatoires sans induire la dégranulation [223,224].  
L’interleukine 1EIL1-E) et l’interleukine 18 (IL-18) 
L’IL-1E et l’IL-18 comme TSLP semblent aussi avoir un rôle de potentialisateur de la réponse 
des mastocytes. Seules, elles ne sont peu ou pas capables d’induire la dégranulation ou la 
sécrétion de cytokines mais en association avec le RFcHI, elles peuvent augmenter la 
libération de PGD2, d’IL-3, d’IL-5, d’IL-6, de CXCL8, d’IL9… [197,225-227] 
L’interleukine 3, 4, 5 
L’IL-3, l’IL-4 et l’IL-5 produites notamment par les lymphocytes T sont capables de 
potentialiser l’activation des mastocytes médiée par le RFcHI en augmentant la sécrétion 
d’histamine et de leucotriène C4 par exemple [42,228,229].   
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2-4d- Autres récepteurs activateurs 
Les récepteurs de type toll  
Les récepteurs toll-like (TLR) jouent un des rôles les plus fondamentaux en immunologie. Ils 
appartiennent à la famille des PRR (pattern recognition receptors) et ils ont été initialement 
décrits chez la drosophile. Il est maintenant répertorié environ dix homologues chez les 
mammifères [230,231]. Ces récepteurs peuvent être exprimés à la surface des cellules 
directement en contact avec le milieu extracellulaire ou présents à l’intérieur même des 
cellules où ils reconnaissent les pathogènes endocytés par les cellules [232]. La régulation de 
l’expression de ces TLR chez les mastocytes semble dépendante du microenvironnement où 
ils résident. Les mastocytes murins et humains sont virtuellement capables d’exprimer tous 
les TLR mais suivant le modèle et l’organe analysé, le panel peut varier [233,234]. Le rôle de 
ces TLR exprimés par les mastocytes  dans la réponse immunitaire reste encore peu étudié.  
Le TLR2 est exprimé à la fois par les mastocytes murins et humains [235-237]. Les ligands de 
ce TLR sont le peptidoglycane (PGN) et l’acide lipotéichoïque (LTA) exprimés par les bactéries 
Gram+ ou encore le zymosan. Chez l’Homme, l’activation des CBMC par du PGN induit la 
sécrétion d’IL-1E et de la cytokine pro-inflammatoire GM-CSF (granulocyte macrophage 
colony stimulating factor) sans induire de dégranulation significative [235]. Le zymosan, un 
composant de la paroi cellulaire des levures reconnu par l’hétérodimère TLR2/TLR6 n’est pas 
capable lui aussi d’induire la dégranulation des CBMC mais génère des cytokines pro-
inflammatoires dépendantes du facteur de transcription NF-NB [235]. En plus des cytokines, 
l’équipe de Jean Marshall a pu montrer que l’activation de TLR2 induisait la production de 
leucotriène C4 (LTC4) par les CBMC, ce médiateur lipidique possède un effet broncho 
constricteur et induit la migration d’autres cellules immunitaires. En 2012, Rodriguez et al. 
ont démontré que l’engagement de TLR2 sur les mastocytes était primordial à la destruction 
de la bactérie pulmonaire Francisela tularensis [238]. L’équipe de Jean Marshall a pu aussi 
déterminer que l’activation de TLR2 avait un impact positif dans un modèle tumoral chez la 
souris. Cette activation inversait le phénotype pro-tumoral des mastocytes dans ce modèle, 
induisait la sécrétion d’IL-6 et améliorait le recrutement des cellules de type NK (natural 
killer) et des lymphocytes T [239]. Les auteurs expliquent que la capacité de radiorésistance 
des mastocytes pourrait être une opportunité pour profiter de ces cellules et de leur 
capacité pro-inflammatoire dans des immunothérapies contre les tumeurs.  
Le TLR4 est l’un des TLR les plus étudiés en immunologie. Il a été montré que les mastocytes 
murins pouvaient répondre au LPS (lipopolysaccharide) des bactéries Gram-, ligand de TLR4, 
en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-D et l’IL-6 sans induire de 
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dégranulation [240,241]. Un autre groupe a pu montrer qu’en réponse au LPS, les 
mastocytes murins pouvaient sécréter de l’IL-5, IL-13 et IL-10 [242]. Dans un modèle 
d’infection bactérienne du péritoine, les souris déficientes en mastocytes W/Wv 
reconstituées localement avec des mastocytes n’exprimant plus TLR4 montrent une 
mortalité plus élevée à l’infection bactérienne et un défaut de recrutement des neutrophiles 
[243]. Ces données et d’autres études [236] démontrent bien que l’expression de TLR4 est 
nécessaire à la réponse des mastocytes aux pathogènes. TLR4 peut aussi avoir un rôle dans 
certaines pathologies, Nigo et al. ont démontré que l’engagement de TLR4 sur les 
mastocytes induisait le recrutement des éosinophiles dans les poumons dans un modèle 
d’asthme et participerait donc à l’exacerbation de la pathologie [244]. Chez l’Homme, 
l’équipe de Michel Arock a observé que le traitement des CBMC avec de l’IL-4 augmente le 
niveau d’expression de TLR4 [237].  Les mastocytes humains stimulés au LPS sont capables 
de sécréter un large spectre de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires comme du GM-
CSF, CXCL8, CCL3, CCL4, TNF-D,… [245].  
L’expression et la fonction d’autres TLR sur les mastocytes restent encore aujourd’hui peu 
étudiées. L’expression de TLR1 et TLR6 a aussi été décrite chez les mastocytes murins et 
humains [235,246]. Ces deux TLR peuvent s’associer avec le TLR2 pour former des 
hétérodimères et ainsi amplifier la réponse des mastocytes. In vitro, l’activation de BMMC 
par le TLR3 induit la production d’IL6, de TNF-D, CCL3, RANTES,… [247]. Ce TLR, 
intracellulaire, reconnait de l’ARN double brin notamment présent chez les virus. En 2005, 
l’équipe de Silvia Bulfone-Paust a démontré que l’injection de poly (I:C), ligand de TLR3, 
activait les mastocytes péritonéaux en induisant une augmentation d’expression des 
molécules de costimulation et la libération d’interféron-E, de CXCL10, et de RANTES. Cette 
activation permettait un meilleur recrutement des lymphocytes T CD8+  [248]. Une étude 
plus récente a aussi pu démontrer que dans un modèle murin d’infection au CMV 
(cytomégalovirus), les mastocytes pouvaient reconnaitre ce virus via TLR3, libérer la 
chimiokine CCL5, et ainsi promouvoir l’infiltration des LT CD8+ qui vont ensuite éliminer les 
cellules infectées [249]. Chez l’Homme, l’activation du TLR3 sur les mastocytes induit la 
production d’interféron de type I, essentiel à la lutte contre les virus [250]. TLR7 et TLR8 sont 
aussi cruciaux pour la réponse antivirale, ils reconnaissent les ARN simple-brin associés aux 
virus dans les vésicules intracellulaires des cellules. L’expression de TLR7 a été décrite dans 
les mastocytes humains et murins [250,251]. Son activation a été très peu étudiée, mais son 
engagement sur les mastocytes induit comme pour TLR3 la libération de cytokines et 
chimiokines pro-inflammatoires. TLR9 est aussi un TLR intracellulaire, reconnaissant les îlots 
CpG non méthylés de l’ADN, exprimé par les mastocytes il induit lui aussi la sécrétion de 
médiateurs pro-inflammatoires [251].  
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Le CD48 
CD48 est une protéine de la famille de CD2, elle peut être ancrée à la membrane ou 
exprimée de façon soluble [252]. Les mastocytes murins peuvent reconnaître certains types 
de bactéries via CD48 comme Escherichia coli ou certaines entérobactéries grâce à un motif 
exprimé par ces bactéries, FimH (sous unité liant le mannose sur les fimbriae de type 1) 
[253]. Lorsque ces bactéries sont opsonisées, il a été décrit que les mastocytes pouvaient à la 
fois dégranuler, phagocyter et tuer les bactéries via un mécanisme oxydatif (séquestration 
des radicaux de l’oxygène) et non oxydatif (acidification du pH endosomial par fusion avec 
des lysosomes) [254,255]. Cependant, certaines études ont montré que l’activation de CD48 
initie la formation de « chambres » cavéolaires où les bactéries restaient intactes et viables 
formant ainsi un réservoir pour de prochaines infections [256].  
Chez l’Homme, l’équipe de Francesca Levi-Schaffer est spécialisée dans l’étude des 
interactions entre mastocytes et éosinophiles qu’elle nomme « Allergy Effector Unit » [257]. 
Elle a pu mettre en évidence que CD48 exprimé par les mastocytes pouvait se lier à son 
récepteur 2B4 sur la surface des éosinophiles, cette coopération améliorait la survie des 
éosinophiles et potentialisait la réponse des deux types cellulaires en terme de 
dégranulation et de libération de cytokines [258-261].  
Le facteur d’activation plaquettaire (PAF)  
Le facteur d’activation plaquettaire (PAF) est un médiateur phospholipidique, notamment  
connu pour activer les plaquettes mais aussi différents types de cellules immunitaires [262]. 
Les mastocytes isolés de la peau ne dégranulent pas en réponse au PAF [263] mais en 
contraste, les mastocytes pulmonaires et dérivés du sang périphérique exposés au PAF 
produisent de l’histamine, de la prostaglandine D2 (PGD2), du CXCL8 et le PAF potentialise 
leur réponse IgE-dépendante [263]. Le PAF a été identifié dans la pathogénèse de 
l’anaphylaxie [264], pathologie caractérisée par une activation systématique des mastocytes. 
Des concentrations plus élevées de cette molécule ont été retrouvées chez les patients, et 
son effet potentialisateur sur la réponse IgE pourrait expliquer l’activation importante des 
mastocytes.  
Les peptides antimicrobiens, exemple du LL-37 
Les peptides antimicrobiens sont les premières défenses de l’immunité contre les infections 
et sont produits de manière constitutive dans certains organes comme l’intestin ou la peau 
et participent au maintien de l’homéostasie du tissu en repoussant la flore bactérienne. Ces 
peptides sont capables d’altérer la membrane des pathogènes et ainsi induire leur 
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élimination. Il existe deux grandes familles de peptides antimicrobiens chez les 
mammifères : les cathélicidines et les défensines [265]. Le LL-37 est une cathélicidine 
humaine qui peut être exprimée par les mastocytes en réponse à une stimulation avec des 
ligands bactériens comme le LPS ou le LTA [266] et induire une protection contre les 
infections à Streptococcus dans la peau [267]. D’autres cellules non-immunitaires sont 
capables de produire du LL-37, par exemple les kératinocytes et les cellules épithéliales sont 
une autre source importante de ce peptide [268,269]. Une fois produit, ce peptide peut agir 
sur les bactéries mais aussi directement sur les mastocytes. Niyonsaba et ses collaborateurs 
ont pu démontrer dans trois études que le LL-37 était capable d’induire : i) la sécrétion 
d’histamine et de prostaglandine D2 [270], ii) la migration des mastocytes [271], iii) la 
sécrétion d’IL-31, cytokine surexprimée chez les patients atteints de dermatite atopique 
[272]. La surexpression de ce peptide peut donc être délétère et amplifier une réponse 
inflammatoire jusqu’à la rendre pathogénique. Chez les patients atteints de psoriasis, la 
quantité de LL-37 est dramatiquement augmentée et ainsi participerait à l’activation 
chronique des mastocytes dans cette pathologie [273]. Une étude de 2011 a pu identifier sur 
les mastocytes humains le récepteur au LL-37 : le MrgX2 (Mas-related gene X2), l’inhibition 
de ce récepteur en utilisant des sh-RNA diminue la réponse des mastocytes humains au LL-
37 notamment la dégranulation mesurée par le relargage de la E-hexosaminidase [274]. 
2-4e- Récapitulatif des mécanismes activateurs des mastocytes 
Les mastocytes expriment donc une grande variété de récepteurs activateurs ou inhibiteurs 
qui aboutissent aux fonctions effectrices des mastocytes détaillées dans le chapitre suivant. 
Cette liste non-exhaustive de récepteurs peut être encore complétée par d’autres 
mécanismes d’activation qui sont résumés dans la Figure 11 suivante et surement d’autres 
encore qui restent à découvrir.  
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Figure 11 : Récepteurs capables de moduler l’activation des mastocytes humains.  
Adaptée de Bradding et Arthur [84] 
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2-5- Fonctions effectrices des mastocytes  
L’ensemble des mécanismes d’activation induisent une ou plusieurs fonctions effectrices des 
mastocytes. Ces fonctions effectrices peuvent ensuite agir directement sur la source de la 
réponse inflammatoire comme le pathogène, sur les cellules situées autour du mastocyte 
activé à proche distance mais aussi à longue distance et induire une réponse inflammatoire 
systémique. Les principales fonctions effectrices des mastocytes peuvent se diviser en trois 
parties (Figure 12) : 
 
Figure 12 : Influence de certains stimuli sur les fonctions principales des mastocytes. Les flèches en 
couleurs indiquent la catégorie de médiateurs stimulés. Les flèches pleines indiquent une action 
directe des stimuli et les flèches en pointillés une action indirecte.  
Parmi l’arsenal de fonctions des mastocytes, certaines sont plus « exotiques » comme la 
production de filets à ADN capables de piéger les bactéries les ETs (extracellular traps).  
2-5a Les granules du mastocyte et la réponse dégranulatoire  
Une des caractéristiques morphologiques majeures des mastocytes est leur contenu 
granulaire incroyablement riche qui leur a valu leur nom de cellules « bien nourries » [2]. 
Cette caractéristique a permis aux chercheurs depuis longtemps d’identifier rapidement les 
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mastocytes dans les tissus en utilisant différentes sondes cationiques comme le bleu de 
Toluidine ou le bleu Alcian (Figure 13).  
 
Figure 13 : Mastocytes humains marqués avec le bleu de Toluidine. 
 Image adaptée de Joulia et al.[32] 
Ces granules sécrétoires contiennent un très large panel de molécules déjà préformées qui 
peuvent, une fois le mastocyte activé, être libérées dans le milieu extracellulaire. Cette 
dégranulation peut avoir lieu suite à différents types de stimuli : le plus connu est 
l’agrégation des récepteurs aux IgE par l’antigène, mais aussi le complément, certains 
neuropeptides comme la substance P ou certaines toxines [275].  
Biogénèse et maturation des granules mastocytaires 
Le processus de biogénèse des granules reste peu étudié et mal caractérisé. Malgré cela, on 
peut penser que ce processus reste similaire avec celui d’autres cellules qui présentent des 
granules sécrétoires comme les neurones ou encore les lymphocytes T cytotoxiques. Le 
début de développement des granules débute dans le réseau trans-golgien où des « pro-
granules » commencent à fusionner entre elles pour former des granules immatures qui 
vont ensuite maturer [276]. Certaines protéines sont impliquées dans ce processus de fusion 
comme la secretogranin III dont la surexpression dans les cellules RBL induit l’augmentation 
du nombre de granules [277] ou encore la GTPase RAB5 [278]. Ce processus de fusion 
s’accompagne d’une acidification du pH de la granule, cette diminution du pH est 
indispensable au stockage de certains composants.    
Par la suite, ces granules suivent une phase de maturation intensive au cours de laquelle les 
médiateurs des mastocytes s’accumulent. Au cours de la durée de vie du mastocyte, le 
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volume des granules augmente continuellement reflétant la constante fusion des « pro-
granules » avec les granules matures [279].  
La formation de corps denses est un processus clé dans la maturation des granules 
mastocytaires et les protéoglycanes jouent un rôle dans ce phénomène. Les protéoglycanes 
sont des macromolécules constituées d’un cœur protéique avec des résidus sérine-glycine 
(Ser-Gly) où des chaines de glycosaminoglycanes (GAG) vont se lier de manière covalente 
[280]. Dans les mastocytes de type tissus connectifs, le GAG majeur est l’héparine tandis que 
dans les mastocytes des muqueuses c’est le chondroïtine sulfate qui prédomine [281,282]. 
Chez les mastocytes humains, l’héparine est retrouvée dans tous les types de mastocytes. La 
structure et la biosynthèse des GAG sont des processus complexes faisant intervenir de 
nombreuses enzymes (Figure 14).  
 
Figure 14 : Structure des protéoglycanes exprimés par les mastocytes et des deux types de GAG. 
Adapté de Wernesson et al.[275] 
L’héparine est le GAG le plus chargé négativement du corps humain et elle est exclusivement 
synthétisée par les mastocytes. La liaison de haute affinité entre l’héparine et l’avidine [283] 
(affinité de l’ordre de 160nM) a été un élément fondamental des résultats de ma thèse, 
cette liaison nous a permis de suivre le processus de dégranulation des mastocytes. En effet, 
l’avidine est utilisée depuis des décennies pour marquer les granules des mastocytes en 
microscopie à fluorescence sur cellules fixées et perméabilisées [284](Figure 15). 
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Figure 15 : Mastocytes extraits du péritoine de rat marqués à l’avidine. 
Image tiré de Tharp et al. [284] 
Comme expliqué dans la partie résultat, la présence d’avidine couplée à un fluorochrome 
pendant l’activation des mastocytes nous a permis de révéler le processus en temps réel 
d’exocytose des granules des mastocytes humains (Figure 16). 
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Figure 16 : Mastocytes dégranulés vus en microscopie électronique et microscopie confocale. Image 
du haut adapté de Dvorak et al. montrant un mastocyte humain 3 minutes après stimulation via le 
RFcHI et l’image du bas montre un mastocyte humain 20 minutes après stimulation via le RFcHI et 
marqué à l’avidine sulforhodamine (rouge) et PKH67 (vert) marqueur de la membrane cellulaire.      
Pour revenir au rôle des protéoglycanes dans la maturation des mastocytes, leur présence a 
été montrée comme indispensable dans le stockage de nombreux composés granulaires 
comme la chymase, tryptase, la carboxypeptidase A3, l’histamine ou encore la sérotonine 
[285]. Cet effet est surtout dépendant des charges électrostatiques des GAG négatifs avec 
les éléments des granules plutôt positifs. Par contre, certains autres composants des 
granules comme la E-hexosaminidase ne sont pas dépendants de la présence de 
protéoglycanes pour s’accumuler dans les granules [285].  
Exocytose des granules  
Une fois les granules matures et suite à l’activation du mastocyte, le processus propre de 
dégranulation va avoir lieu. Il existe différents types de dégranulation chez les mastocytes 
mis en évidence notamment par les travaux d’Ann Dvorak [286-291] :  
- la « compound exocytosis »,  
- la « piecemeal exocytosis »  
- la « kiss-and-run exocytosis »  
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Ces trois types d’exocytose présentent des similitudes dans les molécules impliquées mais 
par définition la « compound exocytosis » ou encore AND (anaphylatic degranulation) est 
caractérisée par des fusions granules-granules avant la fusion totale des granules avec la 
membrane plasmique [292].  
La « piecemeal degranulation » est un processus de dégranulation caractérisé par une perte 
de contenu des granules en absence de fusion claire entre granules ou entre les granules et 
la membrane plasmique [291] (Figure 19). L’équipe d’Ann Dvorak a établi l’hypothèse que ce 
mode de dégranulation était régulé par des vésicules qui faisaient la « navette » entre les 
granules et la membrane plasmique, la « shuttling hypothesis » [287]. Ce type de sécrétion 
est très peu caractérisé en raison des difficultés techniques liées à l’étude de ces vésicules. 
Mais, il a été montré que la surexpression d’IL-4 dans un modèle murin augmentait 
significativement ce phénomène ou encore la stimulation des mastocytes avec de l’IL-1 
[290,293].  
L’exocytose en « kiss-and-run » est un type de sécrétion durant laquelle la vésicule fusionne 
avec la membrane permettant la libération d’une partie granulaire avant de se refermer. 
Une étude a pu démontrer par microscopie à fluorescence multiphotonique avec une lignée 
tumorale de mastocyte (RBL) que ce processus de fusion partielle des granules était fréquent 
lorsque les mastocytes dégranulaient. Ces évènements pouvaient représenter jusqu’à 60% 
des fusions granules/membrane plasmique alors que la fusion totale des granules avec la 
membrane ne représenterait que 40% [294].   
Tous ces évènements de fusion sont dépendants de molécules appelées SNARE (soluble N-
ethymaleimide-sensitive factor attchment protein receptor) qui peuvent être subdivisées en 
deux familles. Les v-SNARE sur les vésicules qui interagissent avec les target t-SNARE 
présentes sur les membranes des vésicules cibles ou sur la membrane plasmique. 
Chez les mastocytes, parmi les nombreux v-SNARE présents sur les granules, il semble que 
VAMP-8 (vesicle-associated membrane protein 8) [295] et VAMP-7 [296] ont des rôles 
déterminant dans le processus de dégranulation. L’équipe d’Ulrich Blank a pu mettre en 
évidence que VAMP-8 était présent sur les granules de mastocytes et après stimulation se 
relocalisait à la membrane plasmique. Son absence à l’intérieur des mastocytes réduit la 
sécrétion de E-hexosaminidase et d’histamine sans impacter la sécrétion de cytokines [295]. 
L’équipe d’Axel Lorentz a étendu ces résultats en montrant que, comme VAMP-8, VAMP-7 
était présent sur les granules des mastocytes humains et après activation se relocalisait à la 
membrane plasmique [296] (Figure 17).  
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Figure 17 : Expression de différentes isoformes de SNARE avant et après stimulation. 
Image de Sander et al. [296] 
Les t-SNARE importants dans le processus de dégranulation sont la syntaxine 3 [297], la 
syntaxine 4 [296,298] et SNAP23 (synaptosomal-associated protein 23) [299]. Guo et 
collaborateurs ont pu montrer que l’introduction d’un anticorps dirigé contre SNAP-23 dans 
les mastocytes péritonéaux de rat diminuait l’exocytose de ces derniers. De la même façon, 
l’injection d’anticorps contre la syntaxine 4 diminue la libération d’histamine [298].  
D’autres molécules accessoires ont été impliquées dans ce processus de dégranulation des 
mastocytes. La complexin 2 [300] qui est un senseur du calcium et la GTPase RAB27B [301] 
se sont révélés importantes pour la réponse dégranulatoire des mastocytes. La 
synaptotagmin II, un autre senseur du calcium, a aussi été décrite comme cruciale dans les 
processus de fusion des granules avec la membrane [302]. CD63 ou LAMP-3, un marqueur 
couramment utilisé pour marquer les lysosomes de nombreuses cellules comme les 
mélanomes [303] ou les basophiles [304], a lui aussi été décrit comme un composant de la 
machinerie de dégranulation des mastocytes [305]. Les protéines de la famille MUNC, 
interagissant avec les SNARE, ont aussi une importance cruciale dans la dégranulation des 
mastocytes. MUNC18-2 [297] et MUNC13-4 [306] agissent sur la liaison 
granules/microtubules et granules/RAB27A respectivement. La localisation de ces protéines 
pendant le processus de dégranulation des mastocytes est résumée sur la Figure 18.  
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Figure 18 : Machinerie de sécrétion des granules mastocytaires.  
Adapté de Lorentz et al. [292] 
Le cytosquelette de la cellule va jouer un rôle indispensable durant le processus de fusion 
granules/granules et granules/membrane plasmique. Une étude très élégante de 2005 par 
Nishida et collaborateurs a pu démontrer que les microtubules étaient indispensables à la 
sécrétion des granules mastocytaires [307]. D’après cette étude, la dynamique des 
microtubules est cruciale pour l’étape finale de dégranulation mais les microtubules ne sont 
pas nécessaires à la translocation des granules à la membrane. Cette dynamique est 
contrôlée par l’axe Fyn/Gab2 et la protéine RhoA. Cette même étude et d’autres ont pu aussi 
mettre en évidence qu’une dépolymérisation de l’actine corticale sous la membrane était 
nécessaire pour permettre la dégranulation [307,308]. L’équipe de Silvia Bufone-Paus a pu 
mettre en évidence que ce processus de dépolymérisation est régulé par les protéines 
coronin 1A et 1B [309] (Figure 19).  
Plusieurs hypothèses ont été formulées pour expliquer le choix entre exocytose en « kiss-
and-run » ou une fusion complète des granules. La régénération et le nombre disponible de 
molécules de type SNARE [310] ou encore le calcium dont un important flux intracellulaire 
augmente une fusion totale des granules avec la membrane plasmique [311].  
Il est classiquement décrit que le relargage final des granules va s’effectuer de manière non-
directionnelle contrairement à la dégranulation polarisée des lymphocytes T cytotoxiques. 
Mais une étude de 1978 avait pu mettre en évidence par microscopie électronique que des 
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mastocytes stimulés avec des billes liées à de la concanavalin A dégranulaient de manière 
polarisée contre les billes tandis qu’une stimulation avec de la concanavalin A soluble 
induisait un relargage non-directionnel [312]. Une étude plus récente d’Amanda Carrol-
Portillo en 2010 a mis en évidence que le RFcHI pouvait s’organiser en « synapse » lorsqu’il 
était stimulé par des ligands immobilisés sur une bicouche lipidique. Cette étude ne s’était 
concentrée seulement que sur l’organisation du RFcHI et avait suggéré que les mastocytes 
pouvaient dégranuler de manière polarisée contre des cibles parasitaires [313,314]. Ces 
études ont été le point de départ qui nous ont poussé à revisiter cette étape finale de la 
dégranulation et analyser quel pourrait être le type de dégranulation lorsque les mastocytes 
sont stimulés avec une véritable cible cellulaire.   
 
 
Figure 19 : Schéma simplifié de la dégranulation induite suite à l’agrégation du RFcHI.  
Adapté de Wernesson et Pejler [275] 
Les granules ne se dissocient pas totalement une fois exocytés. Comme on peut le voir dans 
les Figure 16 et Figure 21, les granules se décondensent dans le milieu extracellulaire mais 
gardent une structure imposante pouvant aller jusqu’à quelques micromètres [288]. Cette 
structure est composée de la matrice de GAG où certaines protéases restent associées, on 
peut observer particulièrement bien sur l’étude de Dvorak et al. [288] que ces granules 
« remnants » sont présents sur la surface du mastocyte après dégranulation le recouvrant de 
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son propre matériel contenu dans les granules. Cette association permet au mastocyte de 
pouvoir recapturer certains éléments de ces granules pour reformer son stock intracellulaire 
[315]. 
Composition et fonction des granules des mastocytes 
Les granules des mastocytes contiennent une diversité énorme de molécules dans leurs 
granules qui représentent une véritable « pharmacie » (Tableau 4) impliquant les 
mastocytes dans tous les processus de l’inflammation. Une étude récente a pu démontrer 
par une approche protéomique, qu’après stimulation du RFcHI, les granules exocytés par des 
BMMC et des PCMC contenaient plus de 700 protéines différentes [316]. L’histamine est 
surement le médiateur le plus connu contenu dans les granules mastocytaires. Mais, ces 
granules peuvent aussi contenir des cytokines comme le TNF-D ou le VEGF et de nombreuses 
protéases spécifiquement exprimées par les mastocytes comme les tryptases, la chymase ou 
encore la carboxypeptidase A3 [317].  
Il existe quelques évidences que leurs compositions soient hétérogènes à l’image des 
granules des neutrophiles. Dans des modèles de BMMC, il a été observé que certaines 
granules contenaient de la sérotonine et de la cathepsine D tandis que d’autres du TNF-D et 
de l’histamine [318]. Aucune étude n’a pu confirmer ces résultats in vivo mais des études de 
microscopie électronique ont mis en évidence que les granules pouvaient être sous-divisés 
en trois familles : « scroll », « crystal », et « particule » (Figure 20A) [286]. Les travaux de 
Raposo, en 1997, avaient déjà pu mettre en évidence trois types de granules dans les 
mastocytes (Figure 20B). Les granules de type I et II peuvent être marqués par de la BSA 
attachée sur des particules d’or et peuvent contenir des molécules de complexes majeurs 
d’histocompatibilité de type II. Tandis que les granules de type II et III contiennent de la 
sérotonine, on peut alors envisager que les granules de type II résultent de la fusion des 
deux autres [319].  
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Figure 20 : Morphologie des granules. (A) Microscopie électronique à transmission d’un mastocyte 
avec des granules de type « crystal » (flèches pleines) et « scroll » (flèches vides) modifiée de Dvorak 
et al. [288]. (B) Microscopie électronique du contenu d’un mastocyte avec les granules de type I, II et 
III [319]. 
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Composé granulaire Caractéristiques et fonctions biologiques  Références 
Enzymes lysosomales  
E-hexosaminidase 
 Marqueur principal pour mesurer la 
dégranulation  
 
Rôle probable dans la dégradation lysosomale 
et la lutte antibactérienne 
[320] [321] 
Cathepsine B  Impliquée dans la maturation de la pro-tryptase [322] 
Cathepsine C Impliquée dans la maturation de la pro-chymase [323] 
Cathepsine E Impliquée dans la maturation de la carboxypeptidase 3 [324] 
Amines biogènes 
Histamine 
Induit une bronchoconstriction, vasodilatation, 
et une perméabilité vasculaire 
 
Impliquée dans le dialogue avec les neurones 
[325,326] 
Sérotonine 
Neurotransmetteur (exprimé faiblement chez 
les mastocytes humains)  
 
Impliqué dans le dialogue avec les neurones 
[327] 
Cytokines et facteurs de croissance 
TNF Activité pro-inflammatoire [328] 
VEGF Effet pro-angiogénique [329] 
Nerve growth factor Probable implication dans le dialogue avec les neurones périphériques [330] 
TGFE Rôle pro-fibrotique et anti-inflammatoire [331] 
Protéases  
Tryptase Effet protecteur ou pathogène dans l'inflammation [332] 
Chymase Effet protecteur ou pathogénique dans l'inflammation [333] 
Carboxypeptidase A3 
(CPA3) 
Cruciale pour la protection contre les venins et 
toxines [334] 
Cathepsine G Rôle probable dans la lutte antibactérienne [335] 
Caspase 3 active Rôle inconnu [336] 
Granzyme B Impliqué dans l'effet pro-apoptotique contre des cellules cibles [337] 
Tableau 4 : Principaux composants des granules mastocytaires. 
Il a aussi été démontré que le mastocyte pouvait capter des molécules exogènes et ensuite 
les stocker dans ses granules pour les exocyter une fois activées. Ce processus fascinant a 
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notamment été montré pour la protéine basique majeure des éosinophiles [338], le TNF-
D[339] ou encore plus récemment l’IL-17A [340].        
Les protéases spécifiques des mastocytes.  
Les protéases neutres représentent la majorité des protéines à l’intérieur des granules des 
mastocytes. La tryptase est une sérine protéase, chez l’Homme les principales tryptases sont 
la E1, E2, E3 et l’D-tryptase. L’D-tryptase est un monomère inactif sécrété de façon 
constitutive qui est responsable du taux basal sérique retrouvé chez l’Homme [341]. Chez la 
souris, les tryptases dominantes sont la mouse mast cell proteases 6 (mMCP6) et la mMCP7. 
La mMCP6 est probablement l’homologue la plus proche de la E-tryptase humaine. Toute 
ces tryptases ont une organisation tétramérique où le site actif de l’enzyme est inaccessible 
aux inhibiteurs de protéases endogènes. Il existe une dernière forme de tryptase exprimée 
par les mastocytes murins et humains qui est présente à la surface cellulaire, la J-tryptase.  
Il existe une forme de chymase chez l’Homme alors que chez la souris quatre chymases ont 
été identifiées : mMCP1, mMCP2, mMCP4 et mMCP5 (voir encadré ci-contre). mMCP4 est la 
plus proche homologue de la chymase humaine. Ces chymases ont la capacité de cliver des 
résidus aromatiques tels que la phénylalanine ou la 
tyrosine [343].  
La carboxypeptidase A3 est une métallo-
exopeptidase exprimée spécifiquement par les 
mastocytes et souvent colocalisée avec la chymase 
[344].  
Le profil d’expression de ces protéases a permis de 
définir les différents sous-types de mastocytes chez 
l’Homme et la souris mais ce système de 
classification est remis en question par de nouvelles 
études qui montrent que les mastocytes peuvent 
présenter un profil d’expression mixte de protéases 
notamment chez l’Homme. Par exemple, il a été 
retrouvé des mastocytes intraépithéliaux tryptasehighCPA3highchymaselow dans les poumons 
de patients asthmatiques [345].  
 
 
Souris reportrice et déficiente grâce 
au ciblage du gène de la mMCP5. 
L’équipe d’Axel Roers a développé 
une nouvelle souris transgénique qui 
permet l’expression de la Cre 
recombinase sous le contrôle du 
promoteur du gène de la mMCP5. 
Cet élégant modèle permet à la fois 
de pouvoir suivre les mastocytes en 
leur faisant exprimer une protéine 
fluorescente (Figure 5) mais aussi de 
les rendre déficiente en mastocytes 
grâce à la toxine diphtérique [91] ou 
d’inhiber des gènes spécifiquement 
comme le TNF-D[342].  
 Page | 59  
 
Effet pro-inflammatoire des granules 
L’effet pro-inflammatoire des granules a été établi depuis longtemps, notamment via l’effet 
de l’histamine [346]. Elle peut agir sur les vaisseaux sanguins pour induire l’activation des 
cellules endothéliales, les cellules musculaires des bronches et de l’intestin ou encore les 
fibres nerveuses via quatre récepteurs (H1 à H4) [347]. Malgré l’effet confirmé de 
l’histamine ou du TNF-D sur l’inflammation, de nombreuses études tendent à démontrer que 
les protéases du mastocyte jouent un rôle majeur dans la réponse pro-inflammatoire des 
mastocytes. Par exemple, l’absence de mMCP4 ou de mMCP5 réduit la réponse 
inflammatoire après une blessure par brûlure [348]. Une étude a aussi mis en évidence que 
l’absence de mMCP6, dans un modèle de colite expérimentale induite par le dextran-
sodium-sulfate (DSS), améliorait les signes de la pathologie avec des souris présentant moins 
de perte de poids [349]. Les mécanismes d’action de la chymase peuvent passent par le 
clivage des protéines des jonctions serrées comme les claudines et occludines [350]. Ces 
clivages vont promouvoir la réponse inflammatoire en facilitant l’influx de cellules 
immunitaires. La chymase est aussi impliquée dans le clivage de l’angiotensine I en 
angiotensine II qui induit une augmentation de la pression artérielle [351]. L’un des 
principaux substrats de la tryptase est PAR2 (proteinase activitated receptor 2) [352]. Le 
clivage de PAR2 sur la surface des cellules endothéliales va induire l’expression de P-
sélectines sur ces dernières ce qui induit la transmigration des leucocytes [353]. Ces 
protéases ont aussi un rôle majeur dans la maturation de certaines chimiokines. Par exemple 
la chymase est capable d’induire la maturation de la pro-IL-1E en IL-1 [354] ou de la pro-IL18 
en IL-18 [355]. L’équipe de Jean-Philippe Girard a aussi récemment décrit que la chymase et 
la tryptase de nos mastocytes humains étaient capables de maturer l’IL-33 en différentes 
isoformes biologiquement plus actives [190]. Pour finir, il semble aussi que l’héparine, 
contenue dans les granules, pourrait améliorer la perméabilité vasculaire en induisant des 
« lacunes » dans la couche de cellules endothéliales [356].  
Effet des granules dans la défense contre les toxines 
L’équipe de Steven Galli a pu démontrer que les souris déficientes en mastocytes étaient 
hautement susceptibles aux effets de l’endothéline 1 (une endotoxine produite pendant le 
sepsis) tandis que les souris WT étaient protégées [357]. Cette étude a été suivie de 
nombreuses autres démontrant le rôle de certaines protéases dans la défense contre 
certaines toxines. Par exemple, il a été montré que les mastocytes étaient cruciaux pour la 
défense contre les venins de serpents, abeilles, monstres de Gila et scorpions [358-362]. La 
protéase CPA3 joue un rôle majeur dans la défense contre les venins de serpents et 
l’endothéline 1 [344] tandis que mMCP4 est efficace contre les venins de monstres de Gila, 
 Page | 60  
 
de scorpions et de peptides intestinaux vasoactifs [358]. Toutes ces études soulignent 
l’importance d’un processus de dégranulation rapide et efficace pour libérer les molécules 
clés afin de neutraliser le plus rapidement ces toxines au pouvoir destructeur important.  
Effet des granules dans la défense contre les infections 
Les mastocytes ont un rôle connu, depuis longtemps, dans la protection contre le sepsis 
[363,364]. De nombreuses études ont pointé du doigt le rôle du TNF-D contenu dans les 
granules mais la protéase mMCP6 a aussi été décrite comme importante dans la 
susceptibilité aux infections à Klebsiella pneumoniae [365]. Une étude de Piliponsky et 
collaborateurs a pu mettre en évidence que mMCP4 contribuait à la survie des souris dans 
un modèle de sepsis induit par la ligature du caecum. Ils ont pu identifier que mMCP4 était 
capable de dégrader le TNF produit dans ce modèle ce qui inhibait l’effet délétère de cette 
cytokine [366]. En contraste de ces rôles plutôt positifs, l’histamine joue un rôle 
pathologique dans les infections à Escherichia coli dans un modèle d’infection du péritoine 
en réduisant la capacité de phagocytose et l’influx de neutrophiles [367]. L’importance des 
sous-populations de mastocytes dans les infections sanguines reste encore peu étudiée car 
les mastocytes présents uniquement dans les tissus doivent  reconnaître le pathogène. Il a 
été montré dans une étude très élégante du groupe de Richard Locskley que les mastocytes 
pouvaient émettre des prolongements dans les vaisseaux sanguins pour capter l’antigène 
par le RFcHI, l’importance de ce processus dans les infections bactériennes sanguines est 
encore complétement inconnue [368].  
Les mastocytes ont été aussi impliqués dans la lutte contre les parasites et les composés 
granulaires jouent un rôle important dans ce processus. Dans une étude en 2000, l’équipe de 
Miller a pu démontrer que la protéase mMCP1 était essentielle à l’expulsion du parasite 
Trichinella spiralis en utilisant des souris déficientes pour cette protéase [369]. Dans ce 
modèle d’infection, il a été confirmé que la dégranulation était cruciale pour induire la 
perméabilité paracellulaire de l’épithélium intestinale essentielle à la clairance du parasite 
[350]. Ces études et d’autres [370] nous ont poussés à analyser l’impact que pourrait avoir 
les mastocytes humains dans les infections parasitaires notamment celle à Toxoplasma 
Gondii, un parasite intracellulaire qui peut envahir toutes les cellules de notre organisme. En 
effet, les souris déficientes en mastocyte sont hautement susceptibles à l’infection, nous 
nous sommes donc posés la question de savoir quel pourrait être l’impact de la 
dégranulation des mastocytes sur ce pathogène [371,372].  
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Effet anti-inflammatoire des granules 
Les mastocytes sont classiquement associés à une réponse inflammatoire mais, dans 
certaines conditions, les composants des granules peuvent être reliés à un effet anti-
inflammatoire. L’impact de la chymase, dans les modèles d’inflammation allergiques 
pulmonaires, est un exemple d’ambiguïté dans la littérature. Dans ces modèles où les 
mastocytes ont un rôle pathologique, deux études du groupe de Sara Wernesson ont décrit 
un effet anti-inflammatoire de la chymase mMCP4 [199,373]. Un des mécanismes possibles 
décrits par les auteurs est la modulation de l’effet de l’IL-33 par la mMCP4. La chymase a 
aussi été associée à un effet anti-inflammatoire dans des conditions neuro-inflammatoires 
[374,375] où elle peut dégrader les cytokines pro-inflammatoires et donc limiter la réponse 
immunitaire. Ce processus de dégradation par les protéases du mastocyte a été décrit pour 
d’autres alarmines comme heat shock protein 70 (HSP70), le biglycan, et HMGB1 [376].  
Effet à longue distance des granules  
Le groupe de Soman Abraham a décrit un mécanisme intéressant d’action à longue distance 
des granules mastocytaires. Ils ont mis en évidence que des particules contenant de 
l’héparine, les « granules remnants » (Figure 21) où la plupart des produits solubles ont déjà 
été libérés, étaient capables d’agir sur le nœud lymphatique drainant le site de 
l’inflammation. Ces vésicules peuvent servir de transporteurs au TNF-D[377]. Ce même 
groupe a proposé que ces granules puissent servir d’entités où des médiateurs pro-
inflammatoires seraient stockés. Ces médiateurs pourraient être ensuite utilisés comme 
adjuvant dans les thérapies vaccinales [378]. Les granules des mastocytes peuvent être aussi 
capturer par d’autres cellules, comme les cellules du système nerveux central, dans un 
processus appelé « transgranulation » [379].  
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Figure 21 : Granules de mastocytes de rat après stimulation au composé 48/80.  
Adapté de Kunder et al. [377]  
Les granules des mastocytes représentent un véritable arsenal et sont impliqués dans de très 
nombreuses fonctions immunitaires mais aussi non-immunitaires (Figure 22). Les nouvelles 
générations de souris permettant la délétion spécifique de gènes chez les mastocytes 
permettront surement dans les prochaines années d’identifier encore de nouvelles fonctions 
à ces granules sécrétoires et les interactions qu’elles peuvent avoir avec leur environnement 
proche comme plus éloigné.  
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Figure 22 : Résumé de certaines fonctions des granules mastocytaires. 
Schéma adapté de Wernesson et Pejler [275] 
2-5b Les dérivés des phospholipides membranaires, les lipides bioactifs 
Les éicosanoïdes sont des lipides bioactifs dérivés de l’acide arachidonique contenant 20 
carbones, ils font partie du groupe des acides gras polyinsaturés (poly-insatured fatty acids, 
PUFA). Cette famille de molécules est impliquée dans de nombreux processus autant dans 
l’homéostasie des tissus mais aussi dans les réponses inflammatoires et anti-inflammatoires 
revue dans Dennis et Norris [380]. L’inhibition de ces PUFA est une stratégie essentielle pour 
limiter tous les signes de l’inflammation comme la douleur ou la fièvre. L’aspirine ou les anti-
inflammatoires non-stéroïdiens ciblent la génération de ces médiateurs. Il existe des 
centaines d’espèce d’éicosanoïdes différentes (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) 
qui sont générés à partir de l’acide arachidonique et d’autres PUFA comme l’acide dihomo-J-
linoléique (DGLA). L’acide arachidonique est produit à partir des phospholipides 
membranaires sous l’action de la phospholipase A2. Ensuite, les éicosanoïdes émergent de 
l’oxydation des lipides précédents par certaines enzymes comme les cyclooxygénases (COX1 
et 2) [381], les lypooxygénases (LOX) [382], les enzymes du cytochrome P450 ou par des 
mécanismes non-enzymatiques.  
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Figure 23 : Biosynthèse des eicosanoïdes et leurs récepteurs.  
Adapté de Dennis et Norris [380] 
Les deux grandes familles les plus connues sont: les prostaglandines dérivées du 
métabolisme des COX et les leucotriènes dérivés du métabolisme des LOX. Les COX existent 
sous deux isoformes, la COX-1 (encodé de façon constitutive) et la COX-2 (généré lors d’une 
réponse génétique rapide suite à une inflammation). Suite à l’activité de ces deux enzymes, 
d’autres enzymes intermédiaires comme la prostaglandine D synthase ou prostaglandine E 
synthase prennent le relais pour générer les médiateurs lipidiques finaux. De nombreuse 
études se sont consacrées à l’étude des lipides produits par les COX qui élicitent les signes 
cardinaux de l’inflammation. Le panel de production des médiateurs lipidiques par une 
cellule est dicté par sa composition en enzymes qui suivant les conditions inflammatoires 
varie. Ce type de régulation est bien décrit notamment pour la COX2 et la prostaglandine E 
synthase [383].     
Les éicosanoïdes présentent de nombreux récepteurs qui sont le plus souvent des 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à des protéines G [384] ou directement 
des facteurs de transcription comme PPARJ [385]. Certains médiateurs comme la PGE2 
présentent 4 récepteurs différents, la famille EP-1 à 4, qui sont exprimés de façon 
différentielle sur les cellules de notre organisme. Ces multiples récepteurs ont induit des 
résultats contradictoires dans la littérature sur le rôle de certaines prostaglandines et 
notamment la PGE2 [386]. La liaison du lipide sur son récepteur induit la génération d’un 
messager secondaire cytosolique (AMPc ou élévation du Ca2+), l’activation de kinases ou un 
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changement dans le potentiel de membrane. Bien que la plupart de ces récepteurs soient 
présents sur la membrane cellulaire, certains sont présents sur la membrane nucléaire et la 
fonction de ces derniers restent mal connue [387].   
L’étude de ces médiateurs est complexe mais de nouvelles approches de spectrométrie de 
masse permettent maintenant d’identifier et de quantifier précisément ces différents lipides 
[388].  
Le rôle de ces lipides, dans la réponse immunitaire, a été très bien caractérisé notamment 
dans les phases précoces de l’inflammation où les PUFA ont un rôle crucial dans le 
recrutement des cellules immunitaires [389]. Il a, par exemple, été montré que le LTB4 seul 
était capable d’induire le recrutement de neutrophiles au site de l’injection [390]. De 
nombreuses cellules immunitaires sont capables de produire des éicosanoïdes. Les 
macrophages  présentent une activité des COX et LOX [391]. Les lymphocytes T [392], les 
lymphocytes B [393] et les cellules dendritiques [394] peuvent produire certaines 
prostaglandines. La production de leucotriènes semble restreinte aux cellules de l’immunité 
innée.  
Il est maintenant bien établi que les mastocytes sont capables de produire certains de ces 
médiateurs mais trop peu d’études se sont consacrées à analyser les effets de ces derniers. Il 
est connu que les mastocytes sont capables de produire de grande quantité de 
prostaglandine D2 (PGD2) [395]. Cette prostaglandine D2 peut agir sur différentes cellules 
immunitaires exprimant ses récepteurs : Prostaglandin D2 receptor 1 (DP1) ou DP2 (ou 
CRTH2).  
Des niveaux plus élevés de PGD2 ont été retrouvés chez les patients souffrants de 
mastocytose [396] confirmant l’importante production de ce médiateur par les mastocytes. 
La PGD2 a été particulièrement étudiée dans les modèles asthmatiques où son rôle est 
hautement pathogénique [397]. En effet, une étude a montré que l’absence du récepteur à 
la PGD2 protégeait les souris de l’asthme avec une réduction de l’infiltration immunitaire et 
de la sécrétion de cytokines de type TH2 [397]. Les lymphocytes T CD4+ de type TH2, 
pathologiques dans l’asthme, sont particulièrement sensibles à l’effet de la PGD2. Une étude 
de Gyles et collaborateurs a pu mettre en évidence que le surnageant de mastocytes 
humains activés était capable d’induire le recrutement de lymphocytes TH2 purifiés sur la 
base du récepteur DP2 [398]. Ces études ont posé le dogme reliant la PGD2 des mastocytes 
et lymphocytes T CD4+ de type TH2 dans les modèles d’asthme alors que le panel de 
production de lipides par les mastocytes est encore loin d’être totalement identifié.  
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Le LTB4 est un éicosanoïde synthétisé via la 5-LOX et il possède un fort pouvoir 
chimioattractant pour les leucocytes. Il peut être produit par les mastocytes et son action est 
médiée par deux récepteurs couplés à des protéines G, BLT1 et BLT2 [399]. Son effet sur la 
migration s’étend au-delà des mastocytes, une étude en 2003 a mis en évidence que le LTB4 
produit par les mastocytes était capable d’induire la migration des lymphocytes T CD8+ 
effecteurs [400].  
Les mastocytes peuvent aussi produire du LTD4 et LTC4 [401]. Le LTD4 est capable d’induire 
la migration des progéniteurs des mastocytes CD34+ [81]. L’action combinée du LTB4 et du 
LTC4 dans la lutte contre les infections bactériennes a été montrée dans une étude du 
groupe de S. Abraham où l’inhibition de la synthèse de ces lipides réduit l’infiltration des 
neutrophiles et l’élimination de la bactérie [402].  
Le rôle potentiel de ces médiateurs dans les pathologies inflammatoires et la régulation des 
réponses immunitaires comme la différenciation des lymphocytes T CD4+ restent encore à 
déterminer.  
2-5c Les cytokines et chimiokines produites par les mastocytes 
Au cours d’une phase d’activation prolongée, les mastocytes vont être capables de produire 
une large gamme de chimiokines et cytokines [84]. Il a été décrit que les mastocytes 
pouvaient produire in vitro et sous certaines conditions une longue liste de chimiokine après 
activation du RFcHI, sécrétées de façon constitutive ou activés par les TLR : CCL1, CC2, CCL3, 
CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL22, CCL23, CCL25, CCL28, 
CXCL2, CXCL4, CXCL5, CXCL7, CXCL8, CXCL10, CXCL14, CXCL16, CXCL17, XCL1, et CXCL1 [403-
405]. Ces chimiokines peuvent attirer d’autres cellules immunitaires comme les lymphocytes 
T, monocytes, neutrophiles ou les lymphocytes B. CXCL8 ou l’interleukine 8 a été une des 
premières chimiokines décrite comme étant produite par les mastocytes [406]. Son rôle est 
essentiel dans le recrutement des neutrophiles et représente un marqueur de la réponse 
inflammatoire.  
Les mastocytes sont aussi capables de sécréter différentes cytokines. Il a été décrit que le 
GM-CSF, l’IL-3 et l’IL-5 produits par les mastocytes étaient capables d’agir sur les 
éosinophiles en améliorant leur activation, survie, adhésion et migration [258,407]. 
L’interleukine-1E peut agir sur les cellules endothéliales en augmentant l’expression des 
molécules d’adhésion [408]. Les mastocytes sont aussi en mesure de produire de petites 
quantités d’interleukine 4 [409] et de l’interleukine 13 qui agissent de façon autocrine sur les 
mastocytes en augmentant l’expression du RFcHI mais aussi modulent la réponse des 
monocytes/macrophages [115] et promeut une réponse de type TH2.  
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L’interleukine 9 peut être aussi sécrétée par les mastocytes après engagement du RFcHI 
[410]. Il a été montré dans un modèle d’allergie alimentaire que l’IL-9 sécrétée par les 
mastocytes intestinaux amplifiait leur recrutement dans l’intestin et favorisait les 
symptômes de la pathologie. Cette « sous-population de mastocytes » capable de sécréter 
de l’IL-9 a été nommée par les auteurs de cette étude les MMC9 pour multifunctional IL-9-
producing mucosal mast cell [411]. Le rôle de cette cytokine et de cette sous-population 
dans ce type de pathologie et d’autres pathologies intestinales méritera de plus amples 
recherches dans les futures années.  
L’équipe de Michel Arock a publié que les mastocytes dérivés de sang de cordon sécrétaient 
de manière constitutive de l’interleukine 10 anti-inflammatoire, cette sécrétion est 
potentialisée par l’activation du RFcHI [412]. Cette production constitutive permettrait de 
réguler de manière autocrine l’activité des mastocytes. Il a aussi récemment été décrit que 
les mastocytes pouvaient produire de l’interleukine 22 dans le cadre du psoriasis et de la 
dermatite atopique. Cette cytokine a un rôle crucial dans l’homéostasie tissulaire 
notamment celle de la peau en agissant sur les kératinocytes, cellules épithéliales et cellules 
musculaires lisses [413]. Sous l’action du TLR3, les mastocytes sécrètent aussi de l’IFN-D qui 
améliore la cytotoxicité des cellules Natural killer et induit la maturation des cellules 
dendritiques [250]. Pour finir, les mastocytes peuvent aussi sécréter de l’amphiréguline 
[414] initialement décrite pour agir sur l’augmentation de production de mucine par les 
cellules épithéliales. Néanmoins, une étude intéressante de 2013 a pu démontrer que 
l’amphiréguline produite par les mastocytes était capable de réguler positivement la 
fonction des lymphocytes T CD4+ régulateurs [415].  
2-5d Les filets à ADN ou « extracelullar traps », pièges à bactérie 
Initialement décrits pour les neutrophiles, les NETs (neutrophils extracellular traps) sont un 
nouveau mécanisme d’action de l’immunité innée contre les infections [416]. Par un 
mécanisme qui n’induit pas la mort de la cellule, des « filets » d’ADN contenant des histones 
et de l’ADN vont être exocytés de la cellule pour capturer les bactéries avoisinantes et les 
tuer. Une étude de 2008 a démontré que les mastocytes pouvaient eux aussi générer ce 
genre de pièges en réponse à une bactérie Streptococcus pyogenes. Ces MCETs (mast cell 
extracelullar traps) sont composés de tryptase, du peptide antimicrobien LL37, d’ADN et 
d’histones (Figure 24). Le processus de synthèse de ces ETs dépend des espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) comme pour les neutrophiles [417]. L’importance de processus dans de 
nombreuses pathologies comme l’asthme reste à encore à déterminer.  
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Figure 24 : Interactions entre S. pyogenenes et des BMMC.  
(A) Image de microscopie électronique d’un BMMC non infecté, (B) S. pyogenenes attaché à la 
surface d’un BMMC, (C) un amas de bactéries capturées par des MCETs, (D) BMMC produisant des 
MCETs avec des bactéries (flèches). Adapté de von Köckritz-Blickwede et al.[417]  
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3- Le mastocyte et ses interactions avec les autres acteurs de la 
réponse immunitaire   
3-1 Interactions entre mastocytes et lymphocytes TH CD4+ 
3-1a La formation de la synapse immunologique  
Lors de la rencontre entre lymphocyte T et une cellule présentatrice de l’antigène (CPA), 
présentant via son CMH le peptide antigénique spécificique, une aire de contact spécialisée 
se forme entre ces deux cellules appelée la « synapse immunologique ». Comme la synapse 
formée par les neurones, la synapse immunologique est caractérisée par un échange 
d’informations bidirectionnel entre les deux cellules dans une structure particulière qui a fait 
l’objet de nombreuses études passionnantes [418]. La synapse a en premier été décrite sous 
sa forme concentrique, puis on a mis en évidence un édifice beaucoup plus dynamique et 
changeant selon les contextes, je ne décrirai ici que la synapse « canonique » dite en œil de 
bœuf. De façon simplifiée, cette synapse est formée d’anneaux concentriques appelés SMAC 
(supra-molecular activation cluster) : le TCR (T cell receptor) est présent au centre de la 
synapse (cSMAC) avec les molécules CD2, CD28, CD4 ou CD8, ensuite les molécules 
d’adhésion comme LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) forment une seconde 
structure (pSMAC) et enfin les molécules comme CD45[419] sont présentes à la périphérie 
de la synapse (dSMAC) [420] (Figure 25 et Figure 26). Le TCR des lymphocytes T va pouvoir 
reconnaître le peptide antigénique présenté par le CMH-I pour les lymphocytes T CD8+ ou 
CMH-II pour les lymphocytes T CD4+.  
 
Figure 25. Synapse immunologique entre un lymphocyte T CD4+ humain et une CPA chargé ou non au 
super-antigène (système mimant l’interaction entre TCR et complexe CMH/peptide). Les cellules ont 
ensuite été marquées pour l’D-tubuline (vert), le CD45 (rouge) et les phosphotyrosines (bleu). Image 
de Calvez et al. [421] 
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Figure 26 : Organisation schématique d’une synapse immunologique. 
Adapté de Valitutti et Espagnolle, Encyclopedia of life sciences 2005 
3-1b Les sous-populations de lymphocytes T et leurs régulations 
Un ensemble de signaux est nécessaire pour activer un lymphocyte T et induire sa 
différenciation. Le premier signal est  donné par la reconnaissance du TCR avec son 
complexe peptide/CMH spécifique. Le second est une combinaison de molécules de 
costimulation comme la liaison entre CD80/86 avec CD28 exprimée sur les LT [422]. Le 
troisième signal correspond aux cytokines sécrétées par la CPA qui va moduler la réponse 
des LT et l’orienter vers une différenciation particulière.  
Durant l’interaction entre LT naïf et sa CPA, les signaux qui sont engagés déterminent le 
sous-type de lymphocyte T mais aussi l’expansion clonale et la proportion de cellules 
effectrices ou mémoires générées [423]. L’expression combinée de certains marqueurs (CD3, 
CD4, CCR7, CD45RA, CD45RO) est suffisante à l’heure actuelle pour discriminer les 
lymphocytes T naïfs, les LT effecteurs, les LTCM et les LTEM dans les échantillons de sang 
(Figure 27).  
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Figure 27 : Les différentes populations de lymphocytes T CD4+. 
 Schéma issue de la thèse du Dr. N. Gaudenzio  
Les lymphocytes TH CD4+ sont connus pour avoir une diversité importante de sous-types de 
différenciation, à l’heure actuelle environ six sous-types sont considérés comme des lignages 
à part entière (Figure 28). Ces lignages définis représentent des archétypes entre lesquels les 
populations de LT oscillent.  
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Figure 28 : Différenciation des lymphocytes TH CD4+. 
Schéma adapté de Broomley et al. [424]  
De façon résumée, les premières études sur la différenciation des lymphocytes T CD4+ ont 
pu identifier que l’activation d’un LT naïf avec une cellule dendritique produisant de l’IL-12 
induisait la capacité chez le LT de produire de l’IFN-J[425,426], ces cellules ont été appelées 
lymphocytes TH1. En contraste, les lymphocytes TH2 se différencient en présence d’IL-4 et 
sécrètent de l’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 mais pas d’IFN-J[425,426]. Cette forte opposition 
entre ces deux lignages a été confirmée par le fait que les cytokines caractéristiques de 
chaque lignage bloquent le lignage opposé. Ces premières études ont posé les bases de 
l’étude de la différenciation des LT CD4+ et l’identification de nouvelles cytokines a permis de 
faire évoluer ces différents sous-types de lymphocytes TH.  
Je décrirai ici un exemple de différenciation vers le lignage TH1 avec les dernières données 
connues mais chaque lignage possède maintenant de nombreux régulateurs à la fois 
cytokinique et génétique.  
Comme mentionné avant, l’IL-12 est le premier signal qui joue un rôle central dans 
l’induction des TH1 [427]. Plus tardivement l’IFN-J, la cytokine signature des TH1, a aussi été 
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décrit comme importante pour ce lignage [428]. La signalisation via l’IL-12 active STAT4 
(signaling transducer and activator of transcrition), qui est plus fortement exprimé dans le 
lignage TH1 [429]. Cette activation va induire l’expression d’IFN-J, de la chaine E2 du 
récepteur à l’IL-12, et de T-bet [430]. T-bet est le facteur de transcription clé des 
lymphocytes TH1, il a été identifié en 2000 [431] et son action passe par le remodelage du 
gène de l’IFN-J et l’augmentation de l’expression de la chaine E2 du récepteur à l’IL-12 ce qui 
induit l’expansion du lignage TH1 en réponse à l’IL-12 [432]. Malgré les sévères défauts des 
souris déficientes en T-bet dans l’induction du lignage TH1, il a été reporté que in vitro les 
lymphocytes TH1 produisaient des quantités normales d’IFN-J suggérant que la production 
d’IFN-J pourrait être contrôlée par un autre mécanisme [430]. Une des réponses à ce 
mécanisme a été apportée par l’identification d’Eomes (Eomesodermin) qui est crucial pour 
la production d’IFN-J par les lymphocytes T CD8+ [433]. La double délétion de T-bet et Eomes 
dans les lymphocytes T CD4+ induit la perte de production d’INF-J en réponse à une infection 
virale, confirmant le rôle de ce facteur de transcription dans le lignage TH1 [434]. D’autres 
facteurs de transcription ont été identifiés dans le lignage TH1 : Runx3, IRF1, Hlx, et Ets-1 
[435].  
De façon générale, une fois le lignage engagé, la capacité de produire les cytokines 
caractéristiques comme l’IFN-J ou de l’IL-4 est stabilisée par des modifications épigénétiques 
qui vont verrouiller les locus des gènes des cytokines antagonistes [436] ce qui permet de 
maintenir le lignage au cours des divisions cellulaires. De plus, des facteurs de transcription 
ont été identifiés comme T-bet et GATA3 pour le lignage TH1 et TH2 respectivement. Ces 
facteurs induisent la sécrétion de cytokines particulières et peuvent aussi bloquer la 
différenciation vers un lignage alternatif [430,437].   
Cette catégorisation des lymphocytes TH en différentes familles est de plus en plus remise en 
question par de nombreuses études montrant que ces lymphocytes T seraient plus 
« plastique » que ce que l’on pense [438].  
Une étude de notre laboratoire a pu montrer par exemple que les lymphocytes TH mémoires 
après réactivation par des mastocytes pouvaient présenter un profil mixte entre TH1 et TH22 
avec des cellules capables de produire de l’IFN-J et de l’IL-22 en même temps [31]. D’autres 
études ont aussi mis en évidence des phénotypes intermédiaires entre TH1 et TH17 dans la 
muqueuse intestinale. Ces cellules sont capables de sécréter à la  fois de l’IFN-J et de l’IL-17 
en réponse aux antigènes des mycobactéries [439]. Les lymphocytes T régulateurs peuvent 
exprimer le facteur de transcription RORJT, caractéristique des TH17 [440], ou encore T-bet 
caractéristique des TH1 [441] et produire des cytokines propres à leur nouveau lignage. Ces 
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données confirment que les lymphocytes TH ont des propriétés flexibles et s’adaptent 
continuellement à l’évolution de la réponse inflammatoire.   
Les cytokines majeures responsables de la différenciation des LT sont connues mais de 
nombreux autres médiateurs peuvent influencer leur polarisation et potentiellement leur 
plasticité. Parmi eux, on retrouve les éicosanoïdes dont le rôle est sous-estimé dans la 
réponse adaptative des LT. La PGE2 a été le lipide le plus étudié dans la réponse TH et son 
rôle est assez controversé. Il a été montré que la PGE2 est importante durant le 
développement précoce des LT dans le thymus au stade double-positif CD4+CD8+ [442]. Son 
action lors de l’activation des LT par les CPA semble dépendante de la dose utilisée : à faibles 
concentrations elle inhibe l’activation et la différenciation tandis qu’à fortes concentrations 
elle semble plutôt améliorer la prolifération et supprimer les fonctions des LT [386]. Une 
première étude en 1991 a observé que la PGE2 inhibait la différenciation TH1 sans impacter 
les TH2 [443]. Ces résultats ont été confirmés en 1997 où il a été décrit que la PGE2 induisait 
de l’IL-4, IL-5 et IL-10 par les LT [444]. Mais deux études en 2009 ont mis en évidence que la 
PGE2 aurait un rôle important dans la différenciation des LTH17. L’ajout de cette cytokine 
dans le milieu de différenciation des LT oriente la différenciation vers un phénotype TH17 et 
TH1 pour la première étude [445] tandis que le groupe de Federica Sallusto montre que le 
profil TH17 est favorisé au détriment du profil TH1 [446]. Une dernière étude de 2009 a pu 
mettre en évidence que la PGE2 augmentait l’expression du récepteur à l’IL-23, cytokine 
importante pour la différenciation en TH17, et la PGE2 en synergie avec l’IL-23 et l’IL-1E 
induisait une différenciation en TH17 plus importante [447]. L’effet de la PGE2 passerait par 
ses récepteurs EP2 et EP4 exprimés à la surface des LT. Les résultats contradictoires de ces 
études peuvent être reliés aux différentes concentrations de PGE2 utilisés in vitro.  Il est 
intéressant de noter que l’absence d’EP4 dans des modèles de colite expérimentale protège 
la souris de la pathologie avec une activation des LT diminuée suggérant un rôle de cette 
prostaglandine dans cette pathologie [448].  
Le rôle de la PGD2 dans la différenciation des LT est comme mentionné dans les chapitres 
précédents restreint à l’heure actuelle à son impact sur les LTH2. Son importance dans la 
différenciation des autres sous-populations de LTH reste encore à explorer.    
3-1c Les mastocytes en tant que cellules présentatrices de l’antigène 
Parmi la famille des cellules qui sont capables de présenter l’antigène aux LT, on sépare les 
CPA dites professionnelles comme les cellules dendritiques, les macrophages et les 
lymphocytes B qui vont être plus aptes à activer les LT dits « naïfs » qui n’ont jamais vu 
l’antigène avec les CPA non-professionnelles. Parmi cette dernière famille, on retrouve les 
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éosinophiles capables d’exprimer le CMHII [449], les basophiles [450,451] bien que les 
études semblent contradictoires [452],  les neutrophiles [453] et les mastocytes.  
La présentation antigénique par les mastocytes est restée controversée pendant de 
nombreuses années car les mastocytes ex vivo n’expriment pas ou très peu de CMH-II [454]. 
Une première étude en 1997 a pu démontrer que des BMMC présentaient dans leurs 
granules des molécules de CMH-II et ces molécules étaient souvent associées avec la chaîne 
invariante li. De plus, un faible pourcentage de ces molécules est retrouvé à la surface des 
cellules [319]. D’autres travaux dans les années 1990 du groupe de Salaheddine Méchéri ont 
démontré que les BMMC étaient capables de supporter la prolifération de lymphocytes T, 
d’hybridomes, et d’induire la production d’interleukine 2 [455,456]. La capture d’antigènes 
par les IgE a aussi été montrée comme étant un potentialisateur de la capacité de 
présentation des BMMC [457]. Après ces études, il faudra attendre les travaux de 
Kambayashi qui démontre en 2007 que les mastocytes sont capables de capturer l’antigène 
et de le préparer pour la présentation antigénique. Mais, cette étude démontre aussi que ce 
sont des CPA professionnelles comme les cellules dendritiques qui présentent ce peptide aux 
LT après la mort du mastocyte [458]. Une deuxième étude de ce même groupe a pu mettre 
en évidence que des BMMC stimulés 72h avec du LPS et/ou de l’IFN-Jétaient capables 
d’exprimer à la surface des molécules de CMH-II. Ces BMMC chargés avec le peptide de 
l’ovalbumine étaient capables d’activer des LT CD4+ OT-II, exprimant un TCR transgénique 
reconnaissant l’ovalbumine, pour qu’ils sécrètent de l’IFN-J. De façon intéressante, les 
BMMC étaient aussi capables d’induire une proportion non négligeable de lymphocytes T 
régulateurs Foxp3+ [454]. Toutes ces études ont utilisé des BMMC qui sont des mastocytes 
immatures et leurs cultures peuvent être contaminées par des CPA professionnelles 
résiduelles.  
Les travaux de notre groupe ont pu mettre en évidence qu’en utilisant des mastocytes 
dérivés du péritoine PCMC (mastocytes présentant une maturité plus importante), ces 
derniers étaient capables d’induire une synapse immunologique fonctionnelle avec des 
lymphocytes T CD4+ OT-II. Sous l’action combinée de l’INF-J et de l’IL-4, les PCMC expriment 
à leur surface les molécules de CMH-II et induisent la prolifération des OT-II et la production 
d’INF-Jpar ces derniers. De plus, les lymphocytes polarisent leur machinerie de sécrétion 
vers les mastocytes (Figure 29), et cet échange bidirectionnel diminue le seuil d’activation du 
RFcHI des mastocytes les rendant plus aptes à dégranuler. 
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Figure 29 : Les lymphocytes T CD4+ polarisent leur machinerie de sécrétion vers les PCMC 
présentant l’antigène. Image adaptée de Gaudenzio et al. [98] 
Une deuxième étude de notre groupe a pu observer que des mastocytes humains stimulés à 
l’IFN-J pendant 72 heures étaient capables d’exprimer le CMH-II. Une fois chargés avec un 
cocktail de super-antigènes, les mastocytes sont capables de restimuler des lymphocytes T 
CD4+ mémoires et d’induire des lymphocytes T producteurs d’INF-J, d’IL-22 et une 
population particulière de LT hybride double-producteurs d’IFN-J et d’IL-22. Cette 
population mixte n’est pas retrouvée lorsque les lymphocytes sont restimulés avec des 
cellules dendritiques. De plus, le TNF-D et l’IL-6 produits par les mastocytes sont cruciaux 
pour la génération de ces cellules mais leur blocage n’induit pas totalement l’absence de 
cette population mixte. Dans une dernière approche, nous avons pu mettre en évidence que 
dans la peau de patients atteints de psoriasis, les mastocytes étaient en association étroite 
avec ces lymphocytes T producteurs d’IL-22 [31]. Cette dernière étude a permis de 
démontrer que les mastocytes humains étaient capables de stimuler des lymphocytes T CD4+ 
mémoires mais l’influence de nombreux médiateurs sécrétés par les mastocytes pendant 
cette coopération reste encore à définir, notamment l’effet des éicosanoïdes. La présence 
de lymphocytes T forts producteurs d’IL-17 mais aussi d’IL-22 a été décrite dans de 
nombreuses autres pathologies, une étude du groupe de Hans Yssel a pu mettre en évidence 
que ces TH17 étaient retrouvés dans le psoriasis, la maladie de Crohn, l’arthrite rhumatoïde 
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ou encore l’asthme allergique [459]. Les interactions entre mastocytes et ces TH17 n’ont pas 
encore été étudiées dans ces pathologies alors que ces deux types cellulaires sont présents 
et jouent un rôle pathologique.  
3-2 Interactions avec les cellules endothéliales et recrutement des 
leucocytes 
Les mastocytes sont localisés autour des vaisseaux sanguins avec lesquels ils peuvent 
interagir pour permettre l’entrée des autres leucocytes comme les neutrophiles, 
éosinophiles, cellules dendritiques ou encore lymphocytes T. Les vaisseaux sanguins sont 
organisés autour des cellules endothéliales qui vont former la paroi du vaisseau, on retrouve 
ensuite un anneau de cellules particulières les péricytes qui interagissent avec des 
macrophages et mastocytes résidents (Figure 30) [389].  
 
Figure 30 : Organisation des vaisseaux sanguins.  
Adapté de Nourshargh et Alon [389] 
Le rôle de ces mastocytes périvasculaires reste peu exploré et leurs interactions avec les 
cellules de ce microenvironnement, notamment, avec les péricytes totalement inconnues. 
Comme mentionné précédemment, il est connu que les mastocytes peuvent émettre des 
prolongements dans le vaisseau sanguin pour capter l’antigène [368]. Des études plus 
anciennes ont pu montrer que l’activation des mastocytes et la libération d’histamine 
augmentaient l’expression des molécules d’adhésion comme la P-selectin sur les cellules 
endothéliales [460]. Cette activation améliore ensuite le recrutement des neutrophiles [461]. 
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Les neutrophiles commencent leur processus de transmigration à travers les vaisseaux 
sanguins, ce processus est complexe et finement régulé. De nombreux modes de 
transmigration ont été décrits, y compris des phénomènes de migration inversée (reverse 
transmigration, rTEM) où les neutrophiles peuvent, après un début d’entrée dans le tissu, 
retourner dans la circulation sanguine pour disséminer l’inflammation dans tout l’organisme 
[390]. La régulation de ce processus par les mastocytes reste encore un mystère.   
D’autres médiateurs sont connus pour influencer le recrutement des cellules immunitaires. 
Les tryptases sont importantes pour le recrutement des éosinophiles dans les poumons 
[462]. Une étude de 2002 a pu mettre en évidence que l’activation de CBMC avec la bactérie 
Pseudomonas aeruginosa induisait la sécrétion d’IL-1D et E. Ces cytokines activaient alors les 
cellules endothéliales en augmentant l’expression des E-selectin et d’ICAM-1 et pouvaient 
alors supporter efficacement la migration des neutrophiles [463]. Les mastocytes influencent 
aussi la migration des cellules dendritiques via le TNF-D[464], ce phénomène est crucial 
pour la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative efficace. De plus, les 
mastocytes ont un dialogue particulier avec les cellules dendritiques, ils sont capables de 
leur transférer des antigènes pour la présentation via les molécules du CMH [465] ou encore 
d’induire leur maturation [342].  
Les mastocytes peuvent aussi participer au recrutement des lymphocytes T au site 
inflammatoire. Via la sécrétion d’IP10 et de RANTES, les mastocytes peuvent induire la 
migration des lymphocytes T CD8+ [248]. Comme mentionné dans le chapitre précédent, le 
panel de production de chimiokines produites par les mastocytes influence la migration de 
tous les sous-types de lymphocytes TH. Mais de façon intéressante, il a été montré que dans 
un modèle d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), modèle murin de la 
sclérose en plaque, les mastocytes jouent un rôle pathogénique en induisant le recrutement 
des lymphocytes TH encéphalitogènes à travers la barrière hémato-encéphalique [466].  
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4- Objectifs de la thèse 
4-1 Partie 1 : Etude de la dynamqiue de la dégranulation des mastocytes 
La première partie de ma thèse a été consacrée à l’étude de la dynamique de la 
dégranulation des mastocytes. Nous avons développé au laboratoire une nouvelle méthode 
pour suivre en temps réel le phénomène de dégranulation des mastocytes. Cette méthode 
repose sur l’utilisation de l’avidine fluorescente qui rajoutée dans le milieu d’activation des 
mastocytes se lie aux granules lors de leur exocytose à la surface du mastocyte (Figure 16). 
Cette méthode nous a permis de visualiser que lors de la dégranulation, une partie des 
granules exocytés reste lié à la surface du mastocyte et nous nous sommes posés alors la 
question du rôle de ces granules associés à la membrane et de leur importance lors d’une 
stimulation avec un ligand cellulaire. Nous avons ensuite voulu étendre nos résultats en 
étudiant la dynamique de la dégranulation des mastocytes au niveau « single cell » sur une 
large échelle de cellules analysées et étudier les modalités de dégranulation des mastocytes 
en réponse à l’agrégation des RFcHI.     
Pour répondre à la première question, nous avons analysé la capacité des mastocytes 
humains à répondre à des antigènes cellulaires. Cette stimulation a été très peu étudiée 
dans la littérature alors que physiologiquement les mastocytes peuvent être exposés à des 
cibles opsonisées qui peuvent induire une stimulation locale.  Nous avons utilisé une IgE 
spécifique de CD20, exprimé par les lymphocytes B, pour sensibiliser les mastocytes puis 
stimuler ces derniers avec des lymphocytes B. Nous avons aussi utilisé des cibles opsonisés 
avec des IgG : des lymphocytes B opsonisés avec du rituximab (un anticorps thérapeutique 
IgG spécifique du CD20) puis des parasites intracellulaires Toxoplasma Gondii opsonisés avec 
des IgG  spécifique de SAG-1 un antigène de surface de parasite. Par microscopie confocale 
et cytométrie nous avons pu disséquer la réponse dégranulatoire des mastocytes 
morphologiquement et fonctionnellement.  
Cette première étude nous a révélé une plus grande hétérogénéité que nous pensions dans 
la dégranulation des mastocytes. C’est pour cela que nous avons souhaité étendre ces 
résultats en analysant au niveau « single cell » mais à une échelle plus importante la 
dynamique de réponse des mastocytes en réponse à l’agrégation du RFcHI. Une approche de 
vidéomicroscopie classique ne nous permettait pas d’analyser suffisamment de cellules en 
même temps. Nous nous sommes tournés vers de la cytométrie en flux en temps réel qui 
nous permet à la fois d’analyser au niveau « single cell » la fréquence et l’intensité de 
dégranulation des mastocytes au cours du temps sur une large population. Par une 
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technique innovante de « cell barcoding » nous avons aussi analysé l’impact de l’IL-33 sur la 
fréquence et l’intensité de dégranulation des mastocytes.   
4-2 Partie 2 : Analyse des effets des éicosanoïdes sur la différenciation 
des lymphocytes T helper 
Dans la dernière étude, nous nous sommes intéressés à étudier une autre fonction effectrice 
des mastocytes : la sécrétion d’acides gras polyinsaturés (poly-insatured fatty acids, PUFA) 
ou écoisanoïdes. Ces lipides bioactifs représentent une grande famille de molécule 
impliquée dans de nombreux processus biologiques avec un rôle important dans 
l’inflammation [380]. Parmi ces lipides, on retrouve la prostaglandine E2 qui est surement un 
des médiateurs les plus étudiées de cette famille. Son rôle est multiple dans l’inflammation, 
cette molécule peut agir sur les vaisseaux sanguins en induisant par exemple leur dilation 
[467] mais son importance dans la réponse immunitaire adaptative notamment dans la 
différenciation des LTH reste controversé [386]. La prostaglandine D2 (PGD2) est le PUFA le 
plus étudié chez les mastocytes car ces cellules en produisent des de grandes quantités. Son 
effet passe par deux récepteurs identifiés, le DP1 et DP2 exprimés par les LTH notamment les 
LTH2. Mais la famille des éicosanoïdes comprend aussi d’autres médiateurs dont les 
fonctions restent à découvrir comme le 15-Deoxy-Delta-12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) 
qui est un ligand de PPARJ.         
Ces médiateurs sont, depuis longtemps, des cibles thérapeutiques pour le contrôle des 
maladies inflammatoires. L’utilisation de l’aspirine et d’autres anti-inflammatoires non-
stéroïdiens représentent des stratégies privilégiées pour le contrôle de ces maladies. 
Pourtant, nous ne comprenons toujours pas l’ensemble des effets de ces médiateurs et de 
plus amples recherches sont nécessaires pour déterminer leurs mécanismes d’action. 
Pendant longtemps, les techniques expérimentales ont limité l’étude de ces lipides mais de 
nouvelles approches de spectrométrie de masse permettent, maintenant, de finement 
quantifier tous les PUFA et de mieux définir le rôle de ces molécules [388].  La technique 
développée par le Dr. Nicolas Cénac en collaboration avec la plate-forme lipidomique de 
Toulouse permet d’identifier et de quantifier précisément environ 32 médiateurs dérivés de 
l’acide arachidonique. Nous avons profité de cette technologie afin d’analyser, pour la 
première fois, la capacité des mastocytes à produire des PUFA dans différentes conditions et 
analyser l’effet de ces derniers notamment lors de la différenciation des lymphocytes TH 
CD4+. 
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Résultats 
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Partie 1 : 
Etude de la dynamique de la 
dégranulation des mastocytes  
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1 – La synapse dégranulatoire dépendante des anticorps des 
mastocytes, une sécrétion polarisé et défensive. 
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Online supplemental material 
 
Supplementary Fig. 1. Phenotypic and functional characterization of primary hMC lines. (a) Flow 
cytometry analysis of CD117, FcHRI and FcJRIIA expression on hMC surface. (b) Histochemical staining 
of hMC with toluidin blue. (c) Mast cell tryptase (green) and chymase (red) staining by indirect 
immunofluorescence after fixation and permeabilization. Samples were inspected using a confocal 
laser-scanning microscope. Isotype-matched control antibodies exhibited no staining.  (d) 
Intracellular flow cytometry analysis of tryptase and chymase expression by hMC. (e) Secretagogue-
induced E-hexosaminidase release. hMC were stimulated with increasing concentrations of 
Substance P or compound 48/80 for 30 min at 37°C. Tests for phenotypic and functional analysis of 
hMC were routinely performed after 8 weeks of culture. Data are from one representative 
experiment out of at least three. 
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Supplementary Fig. 2. Stimulation of hMC with low concentration of anti-IgE results in the 
formation of exocytosed granule corona.  (a) IgE sensitized hMCs were stimulated with anti-IgE mAb 
(0.06 μg mL-1) in Tyrode’s buffer containing avidin-sulforhodamine (Av.SRho). The stimulus was 
added at the time 0 of time-lapse recording. Panels show a sequence of snapshots from one 
representative movie out of 3 (see Supplementary Movie 2). The progressive formation of a corona 
of degranulated material is depicted. Bars, 5 μm. (b) Mast cell Av.SRho integrated fluorescence 
intensity (IFI) measurement using the region measurement function of Metamorph Software (data 
are from Supplementary Movie 2). 
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Supplementary Fig. 3. Granule corona formed on the mast cell surface upon degranulation can be 
visualized by an Annexin-V binding assay.  (a) IgE sensitized hMCs were stimulated with anti-IgE 
mAb (2.5 μg mL-1) in Tyrode’s buffer containing annexin-V-A647. The stimulus was added at the time 
0 of time-lapse recording. Panels show a sequence of snapshots from one representative movie out 
of 3 (see Supplementary Movie 3). The progressive formation of a corona of degranulated material is 
depicted. Bars, 5 μm. (b) Mast cell annexin-V-A647 integrated fluorescence intensity (IFI) 
measurement using the region measurement function of Metamorph Software (data are from 
Supplementary Movie 3). 
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Supplementary Fig. 4. Kinetics of E-hexosaminidase release following anti-IgE mAb stimulation. IgE 
sensitized hMC were stimulated with 2.5 μg mL-1 anti-IgE mAb under the same experimental 
conditions used for time-lapse microscopy experiments at time 0. Supernatants were collected at 
indicated times after stimulation and E-hexosaminidase release was measured. Results are plotted as 
mean ± SEM from three independent experiments. 
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Supplementary Fig. 5. ADDS formation monitored by annexin-V binding assay.   Anti CD20-IgE 
sensitized hMCs were incubated with CD20+ B cells in Tyrode’s buffer containing annexin-V-A647 (a) 
or annexin-V-A647 plus Av.SRho (b). Live cells were imaged for 30 min using a LSM710 confocal 
microscope (see Supplementary Movies 6 and 7). Panels show a sequence of snapshots depicting the 
interaction between hMC and B cell. Results are from one representative experiment out of three. 
Bars, 5 μm.  
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Supplementary Fig. 6. 3D quantification of polarized degranulation. Anti-CD20 IgE sensitized  hMCs 
were incubated with CD20+ B cells (ratio 1:1) in Tyrode’s buffer plus Av.SRho. (a) Example of a 
conjugate showing polarized degranulation (Av.SRho, red); dotted lines mark the volumes analyzed. 
Bars, 5 μm. (b) Scheme depicting the synaptic and distal volumes where Av.SRho fluorescence 
intensity was analyzed using ROI statistics tool of ICY software. (c) 13 conjugates were analyzed for 
3D Av.SRho fluorescence intensity; bars indicate the mean; Results are from two experiments. Paired 
t test ***, P<0.001.  
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Supplementary Fig. 7. Unsensitized hMCs do not form degranulatory synapses upon conjugation 
with B cells. hMCs were incubated with CD20+ B cells in Tyrode’s buffer plus Av.SRho for 30 min at 
37°C.  Cells were fixed, permeabilized and stained with anti-FcHRI (a), anti-pTyr mAb (b), anti-pLAT 
mAb (c), phalloidin (d), anti-D-tubulin mAb (e) or anti-GM130 mAb (f) and analyzed by confocal 
microscopy. Individual stainings of representative conjugates are shown. Results are from one 
representative experiment out of three. Bars, 5μm.  
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Supplementary Fig. 8. FACS analysis of hMC degranulation induced by opsonized tachyzoites. 
Tachyzoites opsonized or not with anti-SAG1 mAb IgG were incubated with hMCs (MOI=2, 10 or 20) 
in Tyrode’s buffer for 1 hour at 37°C. Cells were stained for SAG-1 and labelled with avidin-A488 then 
analyzed by flow cytometry. (a) Shown are representative dot plots from one experiment out of 
three. Numbers indicate the percentage of positive cells. (b) Percentage of SAG1+avidin-A488+ hMCs 
(mean ± SEM from 3 independent experiments). 
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Supplementary Fig. 9. Tryptase inhibitor APC 366 does not affect mast cell degranulation following 
FcHRI aggregation. IgE-sensitized hMCs were preincubated with or without 10 μmol L-1 APC 366 for 
30 min then stimulated with anti-IgE mAb with or without 10 μmol L-1 APC 366 for 30 min and 
degranulation was analyzed by E-hexosaminidase release assay. Data (mean ± SEM) are from 3 
donors. 
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Supplementary Fig. 10. Tryptase distribution during ADDS.  hMCs sensitized or not with anti-CD20 
IgE were co-cultured with CD20+ B cells (ratio 1:1) in Tyrode’s buffer for 30 minutes. Cells were fixed, 
permeabilized and stained with anti-tryptase mAb (green). Shown are 3 representative hMC/B cell 
conjugates (out of 2 experiments). 3D reconstruction using Imaris software was performed.  Arrows 
indicate polarized granules. Bars, 5 μm.  
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En conclusion sur cette partie nous avons pu démontrer que les mastocytes humains 
dégranulaient de manière polarisée contre des cellules cibles. Ce phénomène est 
accompagné par une signalisation locale du récepteur Fc engagé comme la molécule LAT 
sous forme phosphorylée et une dépolymérisation locale du cytosquelette cortical d’actine. 
Cette ADDS peut aussi se produire lorsque le mastocyte est stimulé par des parasites 
opsonisés conduisant à la mort du parasite via un mécanisme tryptase dépendant et la 
libération de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (Figure 31).  
 
 
Figure 31 : L’ADDS une synapse dégranulatoire pour une sécrétion dédiée et pour la défense. 
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2 – L’IL-33 régule finement la dégranulation et la production de 
chimiokines des mastocytes au niveau « single cell » 
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Supplementary Figure Legends 
 
FIG E1. Avidin staining correlates with Annexin-V and FM1-43 binding assay. A ,Sequence of snapshot from 
time lapse analysis of one hMC stimulated with anti-IgE Ab in Tyrode’s buffer supplemented with Av.SRho 
(red), Annexin-V A647 (blue) and FM1-43 (green), scale bars 5 μm. B, measurement of Av.SRho (red), Annexin-V 
A647 (blue) and FM1-43 (green) integrated fluorescence intensities (data are from Video E2). C, 3D projection 
of Av.SRho (red), Annexin-V A647 (blue) and FM1-43 (green) of a degranulated mast cell 30 minutes after 
stimulation. D, colocalization analysis of Av.SRho, FM1-43 and Annexin-V A647 fluorescences. Data are from 
one representative experiment out of three. 
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FIG E2. Kinetics of E-hexosaminidase release. IgE-sensitized hMCs were stimulated with anti-IgE Abs, 
supernatants were harvested and E-hexosaminidase release was analyzed. Data are shown as mean ± SEM of 
one independent experiment out of three.  
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FIG E3. Mast cell degranulation induced by FcHRI triggering with multivalent antigens exhibits an all-or-none 
response. A-D, Anti-DNP IgE-sensitized hMCs were stimulated with DNP-HSA for 30 min then stained with 
Av.A488. A, Representative dotplots and associated Av.A488+ histogram profiles B, frequency of Av. A488+ 
hMCs. C, D Av.A488 fluorescence intensity of the degranulated hMCs represented as box-and-whisker plots 
from one representative experiment (C) or plotted as median fluorescence intensity from 6 independent 
experiments, histograms represent mean ± SEM (D). E-F, Anti-CD20 IgE sensitized hMCs were stimulated with 
increasing number of CD20+ JY cells (B-EBV cell line) for one hour at 37°C then stained with Av.A488 and 
analyzed by flow cytometry. E, frequency of Av. A488+ hMCs. F, Median value of Av.A488 fluorescence intensity 
of Av.A488+ mast cells from 5 independent experiments was plotted against B cell : hMC ratio. Each symbol 
represents an experiment. P values were determined using Mann-Whitney test (C) or Wilcoxon test (D,F). ns 
P>0.05; * P<0.05; ** P<0.01. 
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FIG E4. IL-33 pretreatment elicits high responder mast cells in ex-vivo mouse peritoneal cells. Anti-DNP IgE-
sensitized peritoneal cells pretreated or not with IL-33 for 1 hour were stimulated with DNP-HSA for 30 min 
then stained with Av.A488, Anti-CD117 and viability dye and analyzed by flow cytometry. A, Gating strategy to 
isolate mast cells. B, Representative dotplots and associated Av.A488+ histogram profiles. C, frequency of Av. 
A488+ hMCs. Data are shown as mean ± SEM from four independent experiments. P values were determined 
using paired t test. D, Av.A488 fluorescence intensity of the degranulated hMCs represented as median 
fluorescence intensity from 6 independent experiments, histograms represent mean ± SEM (D). P values were 
determined using Wilcoxon test (D). ns P>0.05; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001 
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FIG E5. IL-33 stimulation does not increase FcHRI expression. hMCs were stimulated one hour with 1, 2, or 5 
ng/mL of IL-33, then cells were stained with anti-FcHRI-FITC and analyzed by flow cytometry. Shown are data 
from two different donors’ cell lines.  
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 FIG E6. IL-33 pretreatment elicits high responder mast cells following FcHRI aggregation by multivalent 
antigen. Anti-DNP IgE-sensitized hMCs pretreated or not with IL-33 for 1 hour were stimulated with DNP-HSA 
for 30 min then stained with Av.A488. A, Representative FACS profiles. B, frequency of Av. A488+ hMCs. Data 
are shown as mean ± SEM from 6 independent experiments. P values were determined using paired t test. C 
and D, Av.A488 fluorescence intensity of the degranulated hMCs represented as box-and-whisker plots from 
one representative experiment (C) or plotted as median fluorescence intensity from 6 independent 
experiments, histograms represent mean ± SEM (D). P values were determined using Mann-Whitney test (C) or 
Wilcoxon test (D). ns P>0.05; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001. 
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FIG E7. Phenotypical characterization of hMC. A, Flow cytometry analysis of CD117, FcHRI and ST2 
expression of hMCs from two donors. B, Intracellular flow cytometry analysis of tryptase and 
chymase expression. 
 Page | 146  
 
 
Fig E8. Single cell analysis of hMC degranulation using CD63 exposure assay.  IgE sensitized mast cell 
were stimulated with anti-IgE Abs then stained with anti-CD63-PE mAbs. A, Representative CD63 
histogram profiles from one experiment out of three. B, correlation analysis between the percentage 
of CD63+ hMCs and E-hexosaminidase release. Shown are a representative scatter plot out of 3 
independent experiments and curve fitting using a linear regression (black dotted line) or nonlinear 
regression (Hill equation, red curve).  
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Fig E9. TSLP or IL-25 pretreatment do not potentiate mast cell degranulation. IgE sensitized hMCs 
were pretreated with increasing concentration of IL-33 or TSLP or IL-25 for one hour then stimulated 
with 0.8 μg/mL anti IgE Abs for 30 min. Cells were stained with Av.A488 and analyzed by flow 
cytometry. A, Shown are the frequency of Av.A488+ hMCs. B, Shown are the median fluorescence 
intensity of degranulated hMCs. P value are determined using paired student t test. Histograms 
represent mean +/- SEM from at least 4 independent experiments. ns P>0.05; * P<0.05; **** P<0.0001 
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Video legends 
Video E1. Granule corona formation following stimulation with anti-IgE Abs. (Video E1 
corresponds to FIG 1). IgE-sensitized hMCs stimulated with 2.5 μg/mL anti-IgE Abs (added at 
t=0) in the presence of 8 μg/mL Av.SRho were inspected using time-lapse confocal 
microscopy. Image sequences of the time-lapse recording were processed using Zen 
software. This video is from one representative experiment out of five. Bars, 5 μm. 
Video E2. Granule exocytosis monitored by Annexin-V and FM1-43 binding assay. (Video E2 
corresponds to FIG E1). IgE-sensitized hMCs stimulated with 2.5 μg/mL anti-IgE Abs (added 
at t=0) in the presence of Av.SRho, annexin-V-Alexa647 and FM1-43 were inspected using 
time-lapse confocal microscopy. Image sequences of the time-lapse recording were 
processed using Zen software. This video is from one representative experiment out of 
three. Bars, 5 μm. 
Video E3. Time lapse flow cytometry analysis of hMC degranulation. (Video E3 corresponds 
to FIG 2). IgE-sensitized hMCs stimulated with 2.5 μg/mL anti-IgE Abs (added at t=3.8 min) in 
the presence of 5μg/mL Av. A488 were inspected using time-lapse function of the LSRII 
cytometer. Image sequences of the time-lapse recording were processed using FlowJo 
software. This video is from one representative experiment out of five. 
Video E4. Time lapse flow cytometry analysis of hMC calcium fluxes and degranulation. 
(Video E4 corresponds to FIG 2). IgE-sensitized hMCs loaded with Indo-1 were stimulated 
with 0.27, 0.8 or 2.5 μg/mL of anti-IgE Abs (added at t=3.8 min.) in the presence of 5μg/mL 
Av. A488. Cells were inspected using time-lapse function of the LSRII cytometer. Image 
sequences of the time-lapse recording were processed using FlowJo software. This video is 
from one representative experiment out of five.  
Video E5. Time lapse flow cytometry analysis of IL-33 potentiation of hMC degranulation. 
(Video E5 corresponds to FIG 4). IgE-sensitized hMCs were pretreated for 1 hour with 1, 2, or 
5 ng/mL of IL-33 and loaded with different concentrations of Cell trace violet. hMCs were 
stimulated with 0.8 μg/mL of anti-IgE Abs (added at t=3.8 min.) in the presence of 5 μg/mL 
Av. A488. Cells were inspected using time-lapse function of the LSRII cytometer. Image 
sequences of the time-lapse recording were processed using FlowJo software. This video is 
from one representative experiment out of four.   
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Supplementary Methods  
 
Mouse peritoneal cells. Peritoneal cells from 5 C57BL/6 mice were collected by peritoneal 
washing. Non adherent cells were washed in Tyrode’s buffer, sensitized with 1 μg/mL anti-
DNP IgE for two hours, washed in Tyrode’s buffer, pretreated or not with IL-33 for one hour 
and next stimulated with DNP-HSA for 30 min. Cell were then stained with av.A488, anti-
mouse CD117-APC (clone 2B8, BD Biosciences, San Jose, CA) and Fixable Viability Dye 
eFluor® 506 (eBioscience, San Diego, CA). for 30 min at 4°C and analyzed by flow cytometry. 
hMCs stimulation by cell-bound antigens. hMCs were sensitized or not with human IgE anti-
CD20 (1 μg/mL, Invivogen, San Diego, CA) for 16 hours. The cells were then washed and 
distributed in 96-well flat-bottom plates at a density of 1x105 cells in 50 μL Tyrode’s buffer 
and adapted to 37°C for 20 minutes. hMCs were then treated with different ratios of JY cells 
(Epstein–Barr virus (EBV)-transformed lymphoblastoid cell line) in 50 μL prewarmed Tyrode’s 
buffer for 60 min at 37°C, 5% CO2. The cells were next stained with 5 μg/mL of avidin-FITC at 
4°C for 30 min then proceeded to flow cytometry analysis. 
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Nous avons pu mettre en évidence que la déganulation des mastocytes humains médiée par 
les IgE était contrôlé par deux mécanismes : un premier qui va agir comme un bouton 
ON/OFF et un second mécanisme qui régule l’intensité de la dégranulation. Nous avons 
observé qu’augmenter l’intensité de stimulation du RFcHI induit le recrutement de plus en 
plus de mastocytes à dégranuler sans modifier l’amplitude de la déganulation. Cette réponse 
de type « tout ou rien » s’applique pour une dégranulation via l’agrégation du RFcHI dans 
notre modèle et d’autres stimuli pourraient générer une réponse différente. L’interleukine 
33 peut agir sur ces deux mécanismes en les potentialisant mais aussi sur la production de 
chimiokines pro-inflammatoire comme CCL4 et CXCL8. On peut alors suggérer que l’IL-33, 
dans des conditions asthmatiques où les mastocytes sont en présence d’IgE/allergène, va 
fortement potentialiser la dégranulation des mastocytes et exacerber les symptômes 
cliniques de la maladie (Figure 32).        
 
Figure 32 : Schéma des deux mécanismes régulant la dégranulation des mastocytes médiée par 
l’agrégation du RFcHI. 
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Discussion et perspectives 
(partie 1) 
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La dégranulation des mastocytes est impliquée dans de nombreuses réponses biologiques et 
l’étude de ce phénomène est à la fois intéressant en immunologie mais aussi en biologie 
cellulaire. Notre approche d’analyse de la dégranulation à l’aide de l’avidine fluorescente 
s’est révélée comme un outil puissant reflétant parfaitement la réponse dégranulatoire des 
mastocytes.  
A l’heure actuelle très peu de sondes permettent de visualiser la dégranulation des 
mastocytes avec une spécificité importante et des marqueurs comme CD63 ou CD107a 
(LAMP-1) ne reflètent pas précisément la dégranulation comme nous avons pu le montrer 
dans la deuxième étude. Des approches de modification génétiques peuvent être utilisés 
pour permettre de suivre la dégranulation comme il a été décrit pour le LAMP-1-GFP [468]. 
Mais la plupart de ces études ont utilisées des lignées cellulaires de mastocytes et non des 
cellules primaires. L’intérêt de notre approche est de pouvoir suivre la dégranulation sans 
modifier ou perturber le fonctionnement de la cellule.  
Lors du processus de dégranulation, de nombreux granules restent attachés à la surface de 
la cellule ou restent à l’intérieur des chambres de dégranulation comme l’a démontré A. 
Dvorak. Ces granules marqués par l’avidine fluorescente  font apparaitre une couronne de 
granules autour de la cellule. Cette couronne de granules s’est donc révélée être un reflet 
efficace de la dégranulation globale du mastocyte, l’analyse de la proportion entre granules 
libérés et granules qui restent associés à la membrane serait intéressante mais difficilement 
analysable. Il serait nécessaire de mettre au point une approche qui permette de mesurer 
précisément la quantité de granules sur la surface cellulaire sans affecter le contenu 
cellulaire en granules car les mastocytes ne libèrent pas 100% de leurs granules. Les 
techniques de dosage enzymatique de la chymase, protéase qui reste associée à la matrice 
d’héparine, pourraient être une approche envisagée pour répondre à cette question.  
Nous avons pu montrer que lors d’une dégranulation polarisée, le mastocyte exposait de la 
tryptase et de la chymase à l’aire de contact  intercellulaire. Il serait aussi intéressant 
d’analyser si d’autres médiateurs sont présent à cette aire de contact comme d’autres 
protéases ou encore de la granzyme B qui est connue pour être exprimée dans notre modèle 
de mastocytes humains [92]. Mes résultats expérimentaux ont montré que nos mastocytes 
contrairement à ce qui a été rapporté dans la littérature n’expriment pas ou de façon 
indétectable la granzyme B à l’état basal. Une différence mineure dans le développement de 
nos lignées par rapport aux autres protocoles pourrait expliquer ce phénomène, notamment 
dans le cocktail de cytokines utilisées pour la croissance des progéniteurs.  
Nous avons pu révéler certains mécanismes moléculaires conduisant à la synapse 
dégranulatoire, notamment une signalisation locale et un réarrangement de l’actine 
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corticale. Mais de nombreuses questions restent encore à élucider quant au mécanisme 
moléculaire de cette synapse et pourquoi l’exocytose des granules a lieu à l’endroit de la 
stimulation du RFc.   
Durant mon stage de M2R, j’ai pu mettre en évidence que le flux calcique induit par une 
stimulation polarisée était général dans tout le mastocyte sans polarisation à l’aire de 
contact. Cette approche doit être améliorée en utilisant des microscopes à très forte rapidité 
d’acquisition comme un microscope spinning-disk. La résolution extrêmement rapide de ce 
microscope permettrait d’élucider si localement l’initiation d’un flux calcique ne serait pas le 
signal nécessaire qui donnerait l’ordre aux granules de se mobiliser. Comme mentionnée en 
introduction les granules des mastocytes présentent des SNARE qui sont capables de 
détecter les flux calcique. Un blocage pharmacologique ou moléculaire (shRNA ou siRNA) de 
ces SNARE comme la complexine 2 ou la synaptotagmin II serait intéressant pour analyser 
l’impact de ces protéines. Les mastocytes primaires humains étant à l’heure actuelle 
quasiment impossible à transfecter ou transduire, une analyse sur lignée cellulaire comme 
des RBL pourrait être un moyen efficace pour réaliser ces expériences.  
L’actine corticale se dépolymérise localement sous l’aire de dégranulation, ce processus 
avait déjà été décrit lors d’une stimulation des mastocytes avec des ligands solubles [307]. 
Les régulateurs de l’actine comme ROCK, RhoA ou Arp2/3 jouent un rôle fondamental dans 
la synapse immunologique entre LT et CPA. L’importance de ces régulateurs dans l’ADDS 
pourrait être analysée en utilisant les mêmes approches que pour l’étude des SNARE. Le 
deuxième élément du cytosquelette que nous avons analysé : e centre organisateur des 
microtubules (MTOC) ne se repolarise à l’aire de dégranulation contrairement à la synapse 
immunologique entre LT et CPA. Ce phénomène n’était pas si inattendu que ça, en tenant 
compte de la quantité de granules que présente un mastocyte il n’est d’aucune utilité pour 
ce dernier de repolariser toute sa machinerie de sécrétion vers l’aire de contact. Mais cette 
non-polarisation n’indique pas pour autant que les microtubules ne sont pas nécessaires à la 
sécrétion polarisée du mastocyte, l’étude de Nishida et collaborateurs avait pu montrer 
l’importance des microtubules dans la dégranulation des mastocytes. Il serait aussi 
intéressant de savoir quel pourrait être le rôle de ces microtubules dans l’ADDS en utilisant 
différentes drogues inhibant les microtubules comme le nocodazole ou la latrunculin.  
La dégranulation des mastocytes peut donc être polarisé vers une cellule cible, mais il serait 
intéressant de savoir si la sécrétion de cytokines ou chimiokines pourraient être elle aussi 
polarisée à l’aire de contact et ainsi apporter une concentration importante de médiateurs à 
la cellule antigénique.   
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Ce processus de dégranulation peut aussi se produire contre un parasite opsonisé comme le 
Toxoplasma Gondii. L’ADDS induit la mort du parasite et la libération de chimiokines et 
cytokines. Ce processus de mortalité est relié en partie à la tryptase des mastocytes tandis 
que la chymase ne semble pas importante. La tryptase est exprimée par tous les sous-types 
de mastocytes ce qui implique que tous les mastocytes de notre organisme peuvent être 
impliqués dans ce phénomène de cytotoxicité. Le mécanisme précis de l’action de la tryptase 
sur le parasite reste inconnu et l’identification de sites de clivage pour la tryptase sur ce type 
de parasite n’a jamais été étudiée. De façon surprenante, nous n’avons jamais pu observer 
de cytotoxicité sur les lymphocytes B avec l’IgE anti-CD20 ou l’IgG anti-CD20. Ce résultat est 
difficilement interprétable mais suggère peut être que nos mastocytes ne sont pas assez 
« armés » pour lyser des cibles cellulaires plus importantes ou du soi. Une pré-stimulation 
avec des ligands de TLR ou certaines cytokines comme l’IL-4 ou l’IL-9 pourrait permettre aux 
mastocytes de générer de nouvelles protéines capables alors de lyser plus efficacement des 
cibles cellulaires et peut être même des cibles tumorales.  
Une question importante qui se pose sur cette ADDS est de savoir si ce phénomène pourrait 
se produire in vivo. Pour cela, il serait intéressant d’analyser in situ dans des modèles murins 
où les mastocytes sont marqués avec une protéine fluorescente (Mcpt5-Cre+R26Y ou RMB) 
la réponse dégranulatrice des mastocytes grâce à l’avidine en réponse à une cible cellulaire 
comme des toxoplasmes opsonisés. La réponse des mastocytes pourrait être alors  analysée 
par microscopie intravitale.  
 
Dans la deuxième partie, nous avons pu identifier que la dégranulation des mastocytes suite 
à l’agrégation du RFcHI suivait une loi de « tout-ou-rien » indiquant qu’augmenter l’intensité 
de stimulation revenait à recruter de plus en plus de mastocytes sans modifier l’intensité de 
la dégranulation. Cette réponse peut être modulée par l’IL-33 qui confirme son rôle de 
régulateur majeur de la fonction des mastocytes en modifiant cette réponse « tout-ou-rien » 
en une réponse « analogique » où augmenter la concentration d’IL-33 va recruter de plus en 
plus de mastocytes à dégranuler et augmenter l’intensité de dégranulation.  
Cette étude nous a aussi confirmé l’importante hétérogénéité de dégranulation des 
mastocytes, cette hétérogénéité a été retrouvée à la fois dans les mastocytes murins ex vivo 
du péritoine mais aussi les mastocytes ex vivo de la peau humaine (données non publiées). 
L’intérêt de notre étude « single cell » repose sur de plus en plus d’études qui tendent à 
montrer l’importance de connaître comment les cellules individuelles réagissent aux stimuli 
et révèlent de nouveaux mécanismes d’actions des cellules [469]. L’avantage de notre 
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approche est de pouvoir relier la possibilité d’analyser simultanément les différentes étapes 
de la dégranulation des mastocytes et définir finement comment certains médiateurs 
comme l’IL-33 peuvent agir. Cette méthode peut être utilisée pour poser de nouvelles 
questions sur la régulation de la dégranulation des mastocytes et ainsi ouvrir la voie à de 
nouvelles stratégies thérapeutiques.  
De façon intéressante nous avons montré que l’ensemble de notre population de 
mastocytes présentait un signal calcique indiquant donc une signalisation efficace du RFcHI 
mais que seulement une fraction de ces cellules dégranulent. Ce phénomène peut être 
expliqué par différentes hypothèses : les mastocytes peuvent être métaboliquement 
indisponibles pour dégranuler (ex : en cours de cycle cellulaire, stress du reticulum,…) ou 
encore une hétérogénéité dans les molécules de transduction du signal et de la 
dégranulation empêchant une fraction de la population de dégranuler [470]. Il serait 
intéressant savoir si cette capacité à dégranuler peut être maintenue lors d’une seconde 
stimulation. Pour cela il serait nécessaire de trier les cellules qui ont dégranulé, les laisser se 
reposer et les restimuler à nouveau pour vérifier si toutes sont à nouveau capables de 
dégranuler.       
Le mécanisme sous-jacent à l’effet de l’IL-33 sur ce phénomène reste lui aussi à découvrir. 
Nous avons montré que la réponse calcique était équivalente avec ou sans IL-33, il serait 
maintenant intéressant de savoir si certains SNARE sous l’effet de l’IL-33 pourraient 
présenter une activité plus efficace. Cette activité plus efficace pourrait permettre une 
fusion granules/granules plus importante et une exocytose de contenu granulaire plus 
efficace expliquant l’émergence de ces cellules hautement inflammatoires. Il serait aussi 
important de savoir si les formes tronquées de l’IL-33 décrites par l’équipe de JP. Girard 
pourrait rendre ce processus encore plus efficace [211]. 
De la même façon que l’ADDS, une analyse in vivo de l’impact de l’IL-33 sur la dégranulation 
des mastocytes serait envisageable dans les souris Mcpt5-Cre+R26Y ou RMB. Après 
stimulation des mastocytes à l’IL-33 et induction d’une dégranulation à l’aide d’IgE anti-DNP 
+ DNP et marquage à l’avidine, l’analyse du marquage avidine révèlerait si les mastocytes 
exposent plus de granules à leur surface. Ces résultats ont déjà abordés dans la littérature, 
un article de 2015 mentionne une libération plus importante de E-hexosaminidase dans la 
trachée des souris traités à l’IL-33 sans modification du nombre de mastocytes [214]. Mais 
les auteurs n’ont pas visualisé par microscopie cette potentialisation.   
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Finalement nous pourrions aussi analyser l’impact de l’IL-33 lors de la formation de l’ADDS et 
vérifier quel pourrait être l’impact de cette dégranulation améliorée à l’aire de contact 
intercellulaire.          
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Partie 2 : 
Influence des éicosanoïdes dans la 
coopération entre mastocytes et 
lymphocytes T CD4+ helper 
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Matériels et méthodes :  
Réactifs. Anti-CD4-V450 (RPA-T4), anti-CD117-V450 (clone 104D2), anti-CD117-APC (clone 
104D2), anti-IFN-J-A647 (B27), anti-IL-4-A488 (MP4-25D2), anti-IL-17A-BV510 (SCPL1362), 
anti-HLA-DR-PE (L243), anti-CCR6-PE (11A9), anti-GATA-3 (TWAJ), anti-T-bet (O4-46), anti-
RORC-PE (AFKJS-9) et isotypes contrôles proviennent  de Becton Dickinson. Anti-IL-22-PE 
(REA466, Miltenyi) ; anti-FcHRI-FITC (AER-37) et le « viablility dye eFluor780 » proviennent de 
e-Bioscience. De l’IgE humaine (3% surnageant de U266B1 lignée de lymphocytes B, ATCC) a 
été utilisé pour sensibiliser les hMC. Des IgG de chèvre anti- IgE humaine (Life technologies), 
de la substance P acétate (#S6883, Sigma), et du Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (50 
ng/mL; Sigma) plus de la ionomycin (1μg/mL; Sigma) ont été utilisés pour stimuler les 
mastocytes et les lymphocytes T. La prostaglandine E2 (PGE2), la prostaglandine D2 (PGD2) 
et le 15-Deoxy-Delta-12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) proviennent de Cayman chemicals. 
L’indométacine (Sigma), un inhibiteur sélectif des COX a été utilisé pour bloquer la sécrétion 
de prostaglandines.  
Mastocytes humains (hMCs). Les lignées primaires de mastocytes humains ont été générées 
à partir de précurseurs hématopoïétiques isolés à partir de cellules mononucléées du sang 
périphérique  à l’aide d’un tri magnétique positif CD34+ (EasySep, Stem Cell Technology) en 
suivant les recommandations du fabricant. Les précurseurs ont été cultivés en milieu IMDM 
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Media) supplémenté avec 2 mmol/L de GlutaMAX-I, 1mmol/L 
de sodium pyruvate , 50μmol/L de 2-mercaptoéthanol, 0,5% de sérum albumine bovine 
(BSA), 1% d’insuline-sélénium-transférine (l’ensemble provenant de Life Technologies), 
10μg/mL de ciprofloxacine (Sigma-Aldrich), 10ng/ml d’interleukine 3 (IL-3), 50ng/ml d’IL-6 et 
3% de surnageant de culture de cellules CHO recombinantes pour le SCF murin (milieu IMDM 
complet). Les cellules sont cultivées pendant 2 mois puis testées phénotypiquement 
(expression de Tryptase, CD117, RFcεI par cytométrie en flux) et fonctionnellement (tests de 
dégranulation). Suivant les expériences, les mastocytes ont été stimulés dans leur milieu de 
culture avec 50ng/mL d’IFN-J(50 ng/mL; eBiosciences) pendant 72 heures et sont appelés 
hMCIFN-J.  
Dégranulation des mastocytes. 5x104 mastocytes sensibilisés aux IgE ont été distribués dans 
une plaque 96 puits à fond plat à une densité de 1x105 cellules dans 50 μL de tampon 
Tyrode’s comme décrit précédemment [32]. Les mastocytes ont été stimulés avec des 
anticorps anti-IgE, ou de la SP, ou un cocktail de PMA/ionomycine dans 50 μL de tampon 
tyrode pendant 30 minutes à 37°C, 5% CO2. Les surnageants ont été récupérés pour analyser 
la sécrétion de médiateurs lipidiques.   
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Co-cultures des lymphocytes T mémoires CD4+ avec les hMCIFN-J: 5x104 lymphocytes T 
mémoires CD4+ fraichement purifiés ont été incubés pendant 6 jours dans une plaque 96 
puits à fond U avec 5x104  hMCIFN-Jchargé ou non avec un cocktail de super-antigènes (SAg) 
(10 ng/mL TSST-1, SEA, SEB, SEE, Sec-1; Toxin Technology, Sarasota, Florida) ou avec 5x103 
billes recouvertes d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (Invitrogen) dans du milieu RPMI 1640 
complémenté avec 10% de sérum de remplacement (KnockOut medium, Invitrogen), 
Glutamax I, sodium pyruvate, 2-mercaptoethanol, ciprofloxacin (10 μg/mL; Sigma Aldrich), 
1% SCF et en présence de 100μM d’indométacine ou du contrôle « véhicule » (DMSO 
1/2500). Suivant les expériences, les surngeants ont été collectés pour analyser la 
production lipidique ou utiliser pour le tri cellulaire ou à J6 les cellules ont été analysées 
pour leur contenu intracellulaire en cytokines.  
Tri cellulaire. Après deux jours de co-culture, les lymphocytes T mémoires CD4+ et les 
hMCIFN-Jont été marqués avec  de l’anti-CD4-V450 et de l’anti-CD117-APC. Les cellules ont 
été ensuite triées en utlisant un FACS ARIA 2, immédiatement centrifugées, repris dans 
200μL de PBS froid et congelés dans de l’azote liquide.  
Marquage intracellulaire des cytokines. Après 6 jours de culture, les cytokines 
intracellulaires ont été analysées sur les lymphocytes T CD4+ après 5 heures de stimulation 
avec de la PMA (50 ng/mL; Sigma) et ionomycine (1μg/mL; Sigma) en présence de Golgistop 
et Golgiplug (BD Pharmingen). Les cellules ont ensuite été marquées avec le « fixable 
viability dye eFluor780 » (e-Bioscience) et anti-CD4-V450 puis fixées, perméabilisées et 
marqués avec les anticorps dirigés contre les cytokines. Les données de cytométrie ont été 
acquises sur un MACSquant Q10 ou BD-LSR-II et analysées sur le logiciel FlowJo (Tree Star, 
Inc., Ashland, OR, USA). 
Quantification des médiateurs lipidiques. La quantification des éicosanoïdes a été réalisée 
comme décrite dans Le Faouder et al. [388].  
Analyse statistique. Des tests t de Student non-appariés ou appariés ont été utilisés pour 
comparer 2 groupes. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM (l’ordre de grandeur 
de P est indiqué par : *P<0.05, **P<0.01 et ***P<0.001). Les profils de cytométrie sont 
représentatifs d’expériences réalisées au moins 3 fois.  
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Résultats 
Les mastocytes sont capables de sécréter un large panel de médiateurs après activation du 
RFcHI.   
Pour analyser la capacité des mastocytes humains à sécréter des PUFA, nous avons dans une 
première approche stimulés les mastocytes par un stimulus d’origine neuronale, la 
substance P (un neuropeptide induisant la dégranulation des mastocytes) ou une stimulation 
classique des mastocytes, l’agrégation du RFcHI par le couple IgE plus anti-IgE. Après 30 
minutes de stimulation, les surnageants ont été récupérés puis analysés par spectrométrie 
de masse couplé à de la chromotographie liquide [388]. Comme montré dans la Figure 1, 
nous avons pu mettre en évidence que les mastocytes humains sont capables de sécréter un 
nombre impressionnant de prostaglandines différentes après une stimulation médiée par les 
IgE. Cette production est dose-dépendante de l’intensité de stimulation du RFcHI et de façon 
intéressante la SP n’induit pas ou très peu de médiateurs comparée à l’agrégation du RFcHI. 
Parmi les médiateurs produits, on retrouve majoritairement des prostaglandines dérivés de 
l’activité des COX comme la PGD2, la PGE2, le 15d-PGJ2 ou encore la PGA1.  
Ces résultats indiquent que les mastocytes humains peuvent sécréter un large panel de 
médiateurs lipidiques majoritairement des prostaglandines après agrégation du RFcHI mais 
que la SP, pourtant fortement stimulatrice de la dégranulation, n’induit quasiment pas la 
synthèse de prostaglandines.  
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Figure 1: Les mastocytes produisent un large panel de médiateurs des COX après activation du 
RFcHI. 5x104 mastocytes sensibilisés aux IgE ont été stimulés avec les doses indiquées d’anticorps 
anti-IgE ou substance P ou un cocktail de PMA/ionomycine 30 minutes, les surnageants ont été 
récupérés puis analysés pour leur contenu en médiateurs lipidiques. Les voies de synthèse des 
différents lipides dérivés de l’acide arachidonique ou de l’acide eicosapentaénoïque sont 
représentées avec leurs enzymes de synthèse (rouge) et leur structure chimique. Les résultats sont 
représentés en moyennes ± SEM de 6 expériences indépendantes normalisés par rapport à la 
concentration obtenue avec la PMA/ionomycine.  
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Les mastocytes produisent spécifiquement des prostaglandines durant la coopération avec 
des lymphocytes T CD4+  
Ce panel important de médiateur produit nous a poussés à rechercher quel pourrait être 
leur impact lors d’une réponse biologique des mastocytes. Nous avons alors analysé la 
production de médiateurs lipidiques lors de la coopération entre mastocytes présentateurs 
d’antigènes et lymphocytes T CD4+ mémoires. Pour cela, nous avons stimulé les mastocytes 
primaires humains pendant 3 jours avec de l’IFN-Jpour induire l’expression des molécules 
de CMH-II (hMCIFN-J) comme décrit précédemment [31]. Ces cellules ont ensuite été 
chargées avec un cocktail de super-antigènes (SAg) et cultivées six jours avec des 
lymphocytes T mémoires CD4+CD45RO+CD45RA-. Ayant observés que les lipides produits 
majoritairement par les mastocytes étaient dérivés des COX, nous avons utilisé un inhibiteur 
sélectif de ces enzymes, l’indométacine, qui bloque toute nouvelle sécrétion de 
prostaglandines. En contrôle, une stimulation des lymphocytes mémoires T CD4+ avec billes 
recouvertes d’anti-CD3 et d’anti-CD28 a été utilisée pour induire une activation via le TCR 
sans facteurs polarisants provenant d’autres sources cellulaires.  
Comme montré dans la Figure 2A, l’analyse des surnageants après six jours de coculture 
montre une production plus importante de certains médiateurs comme la PGE2, la PGD2 ou 
le 15d-PGJ2 lorsque les hMCIFN-Jsont chargés avec les SAg et en présence de lymphocytes T 
CD4+. Cette production est dépendante d’une interaction directe via le CMHII/TCR puisque 
cette augmentation n’est pas observée lorsque les hMCIFN-Jne sont pas chargés avec les SAg. 
La production de lipides des hMCIFN-J chargés avec le SAg sans LT est équivalente à la 
condition sans SAg, confirmant que le contact avec les LT est nécessaire à cette 
augmentation de production. La présence d’indométacine abroge complètement la 
production de PGE2 qui devient indétectable, et réduit fortement la production de PGD2 et 
de 15d-PGJ2. Il est intéressant de noter que seulement certains médiateurs (PGE2, PGD2 et 
15d-PGJ2) parmi les 32 que nous pouvons identifier ont vu leur production augmenter lors 
de la coculture avec les LT CD4+. De plus, nous avons analysé la stimulation des lymphocytes 
T CD4+ avec billes recouvertes d’anti-CD3 et d’anti-CD28 et nous avons mis en évidence une 
très faible production de ces médiateurs comparés avec la stimulation des hMCIFN-J+ SAg 
(Figure S1), suggérant que la majorité des lipides identifiés proviennent des hMCIFN-J.  
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons profité du fait qu’une partie des éicosanoïdes 
demeure à l’intérieur des cellules productrices. Après deux jours de culture (maximum de 
production), nous avons trié les cellules par cytométrie en flux en triant les mastocytes sur la 
base de l’expression de CD117 et les lymphocytes T sur le marqueur CD4 (Figure 2B). 
L’analyse lipidomique intracellulaire confirme que les hMCIFN-Jsont les producteurs 
 Page | 163  
 
majoritaires de PGE2, TxB2 et de 15d-PGJ2 tandis que les lymphocytes T CD4+ produisent de 
faibles quantités de 15d-PGJ2 et des quantités non détectables de PGE2 et TxB2 lorsqu’ils 
sont stimulés par les hMCIFN-J (Figure 2C). L’indométacine bloque à nouveau la production de 
prostaglandines par les mastocytes.  
Ces données révèlent pour la première fois, qu’une coopération entre des lymphocytes T 
CD4+ mémoires et des mastocytes présentateurs d’antigène induit une production 
spécifique de médiateurs lipidiques par les mastocytes. Ces éicosanoïdes produits sont 
majoritairement des prostaglandines comme la PGE2, la PGD2 ou le 15d-PGJ2.   
 
 Page | 164  
 
 
Figure 2: Les mastocytes produisent spécifiquement certaines prostaglandines lorsqu’ils sont 
activés par des lymphocytes T CD4+ mémoires. (A) Cinétique de production de la PGE2, la PGD2 et le 
15dPGJ2 au cours des 6 jours de la différenciation des LT CD4+ avec des hMCIFN-J ou des hMCIFN-J 
seuls. Les résultats sont représentés en moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. (B) 
Stratégie de gating en cytométie en flux pour trier les hMCIFN-J (CD117+) et les LT CD4+ (CD4+), les 
chiffres indiquent la fréquence des populations. (C) Analyse du contenu intracellulaire en PGE2, TxB2 
et 15d-PGJ2 des hMCIFN-J (bleu sans indométacine et rouge avec indométacine) ou des LT CD4+ (blanc) 
à J2 de la coculture. Les résultats ont été normalisés à la quantité de protéines par échantillon et 
représentés en moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. Les différences statistiques ont été 
évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05, ** P<0.01.       
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Les prostaglandines produites par les mastocytes influencent la production de cytokines des 
lymphocytes T CD4+.  
Pour évaluer l’impact des éicosanoïdes produits par les mastocytes sur la différenciation des 
lymphocytes T CD4+ mémoires, nous avons analysé la production de cytokines à J6 par 
cytométrie en flux intracellulaire après restimulation avec un cocktail de PMA/ionomycine. 
Ce protocole de différenciation avait déjà été décrit par notre équipe et nous avions pu 
mettre en évidence que les mastocytes supportaient efficacement la différenciation de LTH 
en différentes sous-populations [31]. En premier lieu, nous avons observé que la 
prolifération des LT et leur statut d’activation, révélé par l’expression de HLA-DR, n’étaient 
pas modifiés en présence d’indométacine au cours des 6 jours de différenciation (Figure 3A-
B). Ces résultats indiquent que l’absence de production de prostaglandines par les 
mastocytes ne semblent pas impacter ces deux paramètres. De plus, la fréquence de hMCIFN-
J exprimant les molécules de CMH-II (HLA-DR+) n’est lui aussi pas modifiée dans la condition 
avec indométacine par rapport à la condition contrôle + DMSO (Figure S2) suggérant une 
présentation antigénique non-altérée des mastocytes dans les différentes conditions.  
Nous avons ensuite analysé la proportion des différents sous-types de lymphocytes T CD4+ 
identifiés par leur capacité à sécréter certaines cytokines. Nous avons observé que les 
fréquences des TH1 (IFN-J+/IL17A-/IL22-/IL4-) et TH22 (IFN-J-/IL17A-/IL22+/IL4-) ne sont pas 
affectées par l’absence de prostaglandines produites par les mastocytes. De façon 
intéressante, les profils mixtes TH1/17 (IFN-J+/IL17A+/IL22-/IL4-), mixes TH1/22 (IFN-J+/IL17A-
/IL22+/IL4-), TH1/17/22 (IFN-J+/IL17A+/IL22+/IL4-) et le profil TH17 (IFN-J-/IL17A+/IL22+/IL4-) 
sont significativement réduits en présence d’indométacine et le profil TH2 (IFN-J-/IL17A-/IL22-
/IL4+) est augmenté (Figure 3C-D). L’analyse de la gMFI du marquage IL-17A a révélé une 
réduction significative, indiquant que la quantité d’IL-17A produite par les différents sous-
types de TH diminue aussi en présence d’indométacine (Figure S3A). Nous avons aussi 
observé une diminution de l’expression du récepteur aux chimiokines CCR6, marqueur 
caractéristique du lignage TH17, en absence de prostaglandines produites par les hMCIFN-J 
(Figure S3B). Ces résultats confirment l’importance des prostaglandines produites par les 
mastocytes pour la production d’interleukine 17 par les différents lignages.    
En parallèle, l’analyse des différents profils de TH lors de la stimulation avec des billes 
recouvertes d’anticorps anti-CD3 et d’anti-CD28 ne présentait pas de différences 
significatives en présence d’indométacine suggérant que la production propre de 
prostaglandines par les LT ne semble pas cruciale pour orienter la production des cytokines 
(Figure S4).   
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Nous avons ensuite pu mettre en évidence que toutes les cytokines sécrétées par les LT 
n’étaient pas impactées par l’absence de prostaglandines. En effet, la production de CXCL8, 
d’IL-10, d’IL-13 et de GM-CSF représentées sur le diagramme en araignée ne montraient pas 
de différences significatives par rapport à la condition contrôle + véhicule (Figure 3E). Ces 
résultats indiquent que la capacité de production de ces cytokines par les LT ne semble pas 
dépendante des prostaglandines produites par les hMCIFN-J.   
En conclusion, les résultats précédents montrent que les prostaglandines synthétisées par 
les mastocytes durant la présentation antigénique aux lymphocytes T CD4+ participent à la 
génération de différents sous types de LTH. Ces LTH sont majoritairement des lymphocytes 
producteurs d’IL-17A.     
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Figure 3: Les prostaglandines des mastocytes favorisent la production d’IL-17A par les lymphocytes 
mémoires TH CD4+. (A) Prolifération des LT normalisé par rapport à J1 et (B) fréquence de LT HLA-DR+  
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au cours des 6 jours de différenciation en condition contrôle + véhicule (bleu) ou avec indométacine 
(rouge) avec SAg (ligne pleine) ou sans SAg (ligne en pointillé). Les résultats sont exprimés en 
moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes réalisées avec des donneurs différents. (C) Profil de 
FACS représentatifs des différents sous-types de LTH à J6 après coculture avec des hMCIFN-Javec ou 
sans indométacine dans le milieu de différenciation et restimulés 5h avec de la PMA/ionomycine. Les 
chiffres indiquent la fréquence des populations parmi les LT CD4+ en vie. (D) Fréquence des sous-
populations de LTH à J6 dans les conditions contrôle + véhicule avec SAg (points bleu) ou sans SAg 
(points blancs) ou en présence d’indométacine avec SAg (points rouge) ou sans SAg (points noir). Les 
résultats sont exprimés en médiane et chaque point représente un donneur de LT différent. (E) 
Fréquence de LT producteurs d’IFN-J, d’IL17A, d’IL22, d’IL4, de CXCL8, d’IL-10, d’IL-13 et de GM-CSF à 
J6 après coculture en présence d’indométacine (rouge) ou en absence (bleu). Les résultats, présentés 
dans le diagramme en araignée, sont exprimés en moyenne d’au minimum 5 expériences 
indépendantes réalisées avec des donneurs différents. Les différences statistiques ont été évaluées 
par un test t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001.       
Pour approfondir notre identification de la prostaglandine impliquée, nous avons analysé si 
la complémentation du milieu avec des concentrations croissantes de PGE2, de PGD2 ou de 
15d-PGJ2 pourrait restaurer la fréquence de TH1/17, TH1/17/22, et TH17. Pour analyser l’effet 
de ces médiateurs, nous avons utilisé une gamme de concentrations proche de celles 
identifiées dans la Figure 2.  
La PGE2 induit de façon dose-dépendante la production d’IL-17A par les lymphocytes TH 
CD4+. 
Comme montré dans la Figure 4, nous avons observé que la PGE2 augmentait de façon dose 
dépendante la fréquence de LTH1/17, LTH1/17/22, et LTH17 ramenant presque ces 
fréquences au niveau de la condition contrôle + véhicule (Figure 4). La fréquence de TH1/22 
et l’augmentation de fréquence des TH2 ne semblent pas modifier par l’ajout de PGE2. Ces 
résultats indiquent que la PGE2 aux concentrations produites par les mastocytes lors de la 
présentation antigénique est impliquée dans la génération de LTH  producteurs d’IL-17A. 
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Figure 4: La PGE2 restaure la fréquence de lymphocytes TH producteurs d’IL-17A. 5x104 lymphocytes 
T mémoires CD4+ ont été stimulés 6 jours avec 5x104 hMCIFN-J chargés ou non avec du SAg, en 
présence du contrôle véhicule, d’indométacine ou d’indométacine additionnée des concentrations 
indiquées de PGE2 dans le milieu de différenciation. A J6, les cellules ont été stimulées avec un 
cocktail de PMA/ionomicine 5 heures et le contenu intracytoplasmique en cytokines analysé par 
cytométrie en flux. (A) Profil de FACS représentatifs des différents sous-types de LTH à J6 après 
coculture avec des hMCIFN-Javec ou sans indométacine ou avec indométacine + 300 ng/mL de PGE2. 
Les chiffres indiquent la fréquence des sous-populations parmi les LT CD4+ en vie. (B) Fréquence des 
sous-populations de LTH à J6 dans les conditions contrôle + véhicule (points bleu) ou en présence 
d’indométacine (points rouge) ou en présence d’indométacine + PGE2 (points orange). Les résultats 
de 6 expériences indépendantes sont exprimés en médiane normalisé à la condition contrôle + 
véhicule et chaque point représente un donneur de LT différent. Les différences statistiques ont été 
évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001.       
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Le 15d-PGJ2 n’a pas d’effet sur la différenciation des lymphocytes T CD4+ médié par les 
mastocytes.  
Nous avons aussi analysé si l’ajout de 15d-PGJ2 dans le milieu de différenciation pouvait 
aussi impacter la fréquence des différents sous-types de TH. Son ajout, quel que soit la 
concentration, ne modifiait pas l’effet de l’indométacine indiquant que cette prostaglandine, 
produite en grande quantité, par les mastocytes n’est pas impliquée dans la réactivation des 
lymphocytes T mémoires CD4+ par les mastocytes (Figure S5). 
La PGD2 à faible concentration induit la production d’IL-17A par les lymphocytes T CD4+. 
La PGD2 est une prostaglandine caractéristique des mastocytes, de façon intéressante son 
ajout à une concentration de 100 ng/mL a restauré en partie la fréquence des TH1/17 et TH17 
tandis que les autres concentrations ne présentaient pas de différence (Figure 5). La 
fréquence des autres sous-populations de TH n’a pas montré de différence comparée à la 
condition avec indométacine, y compris l’augmentation de fréquence de TH2 qui n’est pas 
modifié.  
Ces résultats montrent pour la première fois que la PGD2, à faible concentration, 
participerait à la génération de lymphocytes TH producteurs d’IL-17A. En conclusion, nous 
avons pu mettre en évidence que la PGE2 et la PGD2 aux concentrations produites par les 
mastocytes favorisent la génération de lymphocytes T producteurs d’IL-17A.  
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Figure 5: La PGD2 à faible concentration restaure partiellement la fréquence de lymphocytes TH 
producteurs d’IL-17A. 5x104 lymphocytes T mémoires CD4+ ont été stimulés 6 jours avec 5x104 
hMCIFN-J chargés ou non aux SAg, en présence du contrôle véhicule, d’indométacine ou indométacine 
plus les concentrations indiquées de PGD2. A J6, les cellules ont été stimulées avec un cocktail de 
PMA/ionomicine 5 heures et le contenu intracytoplasmique en cytokines analysé par cytométrie en 
flux.  (A) Profil de FACS représentatifs des différents sous-types de LTH à J6 après coculture avec des 
hMCIFN-Javec ou sans indométacine ou avec indométacine + 100 ng/mL de PGD2. Les chiffres 
indiquent la fréquence des populations parmi les LT CD4+ en vie. (B) Fréquence des sous-populations 
de LTH à J6 dans les conditions contrôle + véhicule (points bleu) ou en présence d’indométacine 
(points rouge) ou en présence d’indométacine + PGD2 (points verts). Les résultats de 7 expériences 
indépendantes sont exprimés en médiane normalisé à la condition contrôle + véhicule et chaque 
point représente un donneur de LT différent. Les différences statistiques ont été évaluées par un test 
t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001.      
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Figures supplémentaires 
 
Figure S1 : Les lymphocytes T CD4+ mémoires stimulés avec des billes recouvertes d’anti-CD3/CD28 
produisent peu de prostaglandines. (A) Cinétique de production de la PGE2, PGD2 et 15dPGJ2 au 
cours des 6 jours de culture de 5x104 LT CD4+ stimulés ou non avec 5x103 billes recouvertes d’anti 
CD3/CD28 en présence du contrôle véhicule ou d’indométacine dans le milieu de différenciation. La 
quantification en lipides du milieu seul a été réalisée en parallèle pour analyser la présence de lipides 
exogènes dans le milieu de différenciation. Les résultats sont représentés en moyenne ± SEM de 3 
expériences indépendantes.  
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Figure S2: L’indométacine ne modifie pas le niveau d’expression de HLA-DR sur les mastocytes. 
Fréquence des hMCIFN-JHLA-DR+ stimulés au cours des 6 jours de différenciation avec des LT dans les 
conditions contrôle + véhicule (lignes bleues) ou plus indométacine (lignes rouges) avec SAg (lignes 
pleines) ou sans SAg (lignes en pointillées) ou hMCIFN-Jsans LT (ligne noire). Les résultats sont 
exprimés en moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes réalisées avec des donneurs différents. 
Les différences statistiques entre la condition hMCIFN-J/LT (SAg + vehicule) et hMCIFN-J/LT (SAg + 
indometacin)  ont été évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05.  
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Figure S3: L’absence d’augmentation de production des prostaglandines diminue la production 
d’IL-17A par les lymphocytes mémoires T CD4+ et réduit la fréquence de LT CCR6+. 5x104 
lymphocytes T mémoires CD4+ ont été stimulés 6 jours avec 5x104 hMCIFN-J chargés ou non aux SAg, 
en présence du contrôle véhicule ou d’indométacine dans le milieu de différenciation. A J6, les 
cellules ont été stimulées avec un cocktail de PMA/ionomicine 5 heures et le contenu 
intracytoplasmique en cytokines analysé par cytométrie en flux. (A) Analyse de la moyenne 
géométrique de fluorescence (gMFI) des marquages de l’IFN-J, l’IL17A, l’IL22, et l’IL-4 des LTH à J6 
dans les conditions contrôle + véhicule avec SAg (points bleus) ou sans SAg (points blancs) ou en 
présence d’indométacine avec SAg (points rouges) ou sans SAg (points noirs). Les résultats sont 
exprimés en moyenne ± SEM et chaque point représente un donneur de LT différent. (B) Fréquence 
de LT CCR6+ à J6 après coculture en présence dans les conditions contrôle + véhicule avec SAg (bleu) 
ou sans SAg (blanc) ou en présence d’indométacine avec SAg (rouge) ou sans SAg (noir). Les résultats 
sont exprimés en moyenne ± SEM de 6 expériences indépendantes. Les différences statistiques ont 
été évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05.       
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Figure S4: L’indométacine ne modifie pas la fréquence des sous-types de LTH induit par une 
stimulation neutre avec des billes recouvertes d’anti-CD3/CD28. 5x104 LT CD4+ stimulés ou non avec 
5x103 billes recouvertes d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 en présence du contrôle véhicule ou 
d’indométacine dans le milieu de différenciation. A J6, les cellules ont été stimulées avec un cocktail 
de PMA/ionomicine 5 heures et le contenu intracytoplasmique en cytokines analysées par 
cytométrie en flux. (A) Profil de FACS représentatifs des différents sous-types de LTH à J6 dans les 
différentes conditions indiquées. Les chiffres indiquent la fréquence des populations parmi les LT 
CD4+ en vie. (B) Fréquence des sous-populations de LTH à J6 dans les conditions non stimulés (points 
blancs) ou stimulées avec 5x103 billes recouvertes d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 en présence du 
contrôle véhicule (points verts) ou d’indométacine (points oranges). Les résultats sont exprimés en 
médiane de 7 expériences indépendantes et chaque point représente un donneur de LT différent. Les 
différences statistiques ont été évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05.   
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Figure S5: Le 15d-PGJ2 n’impacte pas la fréquence des différents lymphocytes TH. 5x104 
lymphocytes T mémoires CD4+ ont été stimulés 6 jours avec 5x104 hMCIFN-J chargés ou non aux SAg, 
en présence du contrôle véhicule, d’indométacine ou d’indométacine plus les concentrations 
indiquées de 15d-PGJ2 dans le milieu de différenciation. A J6, les cellules ont été stimulées avec un 
cocktail de PMA/ionomicine 5 heures et le contenu intracytoplasmique en cytokines analysé par 
cytométrie en flux. Fréquence des sous-populations de LTH à J6 dans les conditions contrôle + 
véhicule (points bleus) ou en présence d’indométacine (points rouges) ou en présence 
d’indométacine + 15d-PGJ2 (points roses). Les résultats sont exprimés en médiane normalisé à la 
condition contrôle + véhicule et chaque point représente un donneur de LT différent. Les différences 
statistiques ont été évaluées par un test t de Student apparié, ns P>0.05 * P<0.05, **** P<0.0001.     
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Discussion et 
perspectives (partie 2) 
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La dernière partie de mon projet a consisté à analyser l’importance des médiateurs 
lipidiques lors de la réactivation de LT par les mastocytes présentateurs d’antigènes. Nous 
avons pu montrer dans une première approche que les mastocytes, une fois activé, par le 
RFcHI sécrétaient une grande variété de PUFA. Ce panel de production n’avait jamais été 
identifié auparavant et constitue la première preuve que les mastocytes sont capables de 
synthétiser une large gamme de prostaglandines différentes en plus de la PGD2. Nous avons 
ensuite observé, que certains de ces médiateurs, étaient produits lorsque les mastocytes 
coopéraient avec les LT. Nous avons observé une production précoce et spécifique par les 
mastocytes de PGE2, PGD2 et 15d-PGJ2 dès le premier jour de la co-culture. De plus, cette 
production est presque totalement inhibée par le blocage des COX par l’indométacine.  
Une étude récente de notre laboratoire avait montré que l’IL-6 et le TNF-D produits par les 
mastocytes lors de la réactivation des LT étaient importants pour induire des sous-types 
mixtes particuliers de LTH producteurs d’IFN-J et d’IL-22. Mais le blocage de ces cytokines 
n’était pas suffisant pour inhiber la génération de ces cellules [31]. Nous avons alors 
recherché si les PUFA produits par les mastocytes pouvaient influencer la génération des 
différents sous-types de LTH comme l’IL-6 et le TNF-D. Grâce au blocage des COX par 
l’indométacine, nous avons pu démontrer que les prostaglandines produites par les 
mastocytes participaient à l’émergence de LTH producteurs d’IL-17A, en particulier les sous-
types mixtes  comme les LTH1/17 et les LTH1/17/22 mais aussi les LTH17. Par la suite, nous 
avons pu aussi observer que l’ajout de PGE2 ou de PGD2 dans la co-culture aux 
concentrations produites par les mastocytes permettaient de restaurer partiellement la 
génération de ces LTH producteurs d’IL-17A.  
Ce projet, toujours en cours, soulève de nombreuses questions sur l’importance de ces 
prostaglandines dans la biologie du mastocyte et des lymphocytes T CD4+. Tout d’abord, 
nous avons pu observer que l’activation des mastocytes par le RFcHI et non par la substance 
P induisait la production de PUFA. Il serait intéressant de savoir si d’autres molécules, 
capables d’activer les mastocytes comme le peptide microbien LL-37 ou des ligands de TLR, 
induisent la synthèse d’éicosanoïdes par les mastocytes et si oui est-ce que le panel de 
production pourrait être modifié.  
Lors de la co-culture avec les LT mémoires, nous avons observé une augmentation de 
production de certaines prostaglandines comme la PGE2, la PGD2 et le 15d-PGJ2 dès le 
premier jour qui atteint son maximum au deuxième jour ou troisième jour. Nous avons pu 
analyser en parallèle la cinétique de production des cytokines par les LT (données non 
montrées) et observer que les LT ne produisent pas de cytokines à ces temps précoces ce qui 
suggère que le signal initiant la production de prostaglandines par les mastocytes pourrait 
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être membranaire via l’interaction entre molécules de co-stimulation ou d’autres 
médiateurs synthétisés de façon précoce à la synapse immunologique mais qui restent à 
l’heure actuelle inconnu. Ce signal induirait alors la production de certaines prostaglandines 
comme la PGE2 et la PGD2 participant à la réactivation des LTH. Il serait intéressant 
d’analyser si un conditionnement préalable des mastocytes, avec des ligands de TLR par 
exemple, en plus du traitement à l’IFN-J pourraient impacter les lipides produits et ainsi 
modifier les cytokines produites par les LTH.  
Nous avons pu mettre en évidence que les prostaglandines produites impactaient la 
différenciation des LTH notamment en favorisant la production d’IL-17A et en contraste leur 
absence augmente la fréquence des LTH producteurs d’IL-4. Nous avons pu déterminer que 
la PGE2 et une faible concentration de PGD2 restauraient la fréquence les LTH producteurs 
d’IL-17A. Ces résultats confirment les résultats de la littérature indiquant que la PGE2 est 
importante pour la génération du lignage TH17 [445,446]. Mais nos résultats étendent ces 
études, en démontrant que de plus faibles concentrations de PGE2 sont suffisantes pour 
induire les TH17 et révèlent que les mastocytes sont une source cellulaire de PGE2. Nos 
résultats apportent aussi la première preuve que la PGD2 peut induire la production d’IL-17A 
par les LT. Nous n’avons pas observé d’impact sur la génération de LTH2 en absence de PGD2 
nouvellement synthétisée, suggérant que dans nos conditions de coculture, la PGD2 seule 
n’induit pas des LT producteurs d’IL-4. Il serait intéressant de savoir à nouveau si le 
conditionnement des mastocytes pourrait influer sur la production de cette prostaglandine 
et ainsi réguler le lignage TH2. Le 15d-PGJ2, produits en grande quantité par les mastocytes, 
n’a pas montré d’effet important sur la différenciation des LTH.  
Il reste encore de nombreuses questions à analyser dans ce modèle, les LTH expriment 
certains récepteurs à la PGE2 comme les récepteurs EP2/EP4 [446]. Nous allons analyser si le 
blocage de ces récepteurs, à l’aide d’antagonistes spécifiques, induit un effet similaire au 
blocage des COX par l’indométacine. Les récepteurs à la PGD2, comme le DP1 et DP2, seront 
aussi bloqués par la même approche. L’analyse in-vivo de ces mécanismes nécessiterait 
l’élaboration d’un modèle murin où les mastocytes ne pourraient plus produire de  
prostaglandines comme une souris Mcpt5-Cre+COXflox/flox. Dans ce modèle, il serait 
intéressant de générer une pathologie médié par les LT, comme une colite expérimentale, et 
analyser si l’absence de médiateurs lipidiques améliore les signes cliniques de la pathologie 
et réduit la différenciation de LTH producteurs d’IL-17A.     
Pour étendre l’importance de ces prostaglandines dans la différenciation des LTH, il serait 
intéressant d’analyser si d’autres cellules présentatrices de l’antigène comme les 
macrophages ou cellules dendritiques peuvent sécréter des PUFA lors de l’activation de LT et 
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si oui quels sont ces médiateurs et sont-ils différents de ceux produits par les mastocytes ? 
Ces résultats permettaient de mieux caractériser le rôle des prostaglandines dans l’activation 
des LTH et ainsi apporter de nouvelles pistes thérapeutiques pour contrôler la génération de 
LTH pathogènes dans des pathologies inflammatoires comme la maladie de Crohn ou le 
psoriasis où les lymphocytes TH producteurs d’IL-17A sont responsables des signes néfastes 
de la pathologie [459].  
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        Durant ces travaux, nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme d’action des 
mastocytes à travers la découverte de l’ADDS. Cette nouvelle synapse « dégranulatoire » 
permet la sécrétion dédiée de granules contre une cellule cible et l’importance de ce 
processus dans la réponse immunitaire reste à découvrir. Nous avons aussi montré 
l’existence de deux mécanismes contrôlant la dégranulation des mastocytes humains 
médiée par l’engagement du RFcHI. Ces deux mécanismes peuvent être régulés par 
l’interleukine 33 qui potentialise le pourcentage mais aussi l’amplitude de la dégranulation 
des mastocytes au niveau « single cell ». Cette découverte est à la fois intéressante de façon 
fondamentale mais aussi en clinique. Elle confirme l’importance de l’interleukine 33 comme 
un régulateur important de la fonction des mastocytes et ouvre de nouvelles pistes 
thérapeutiques dans le traitement de certaines pathologies inflammatoires comme l’asthme. 
La dernière étude nous a révélé que la PGE2 et la PGD2, produites par les mastocytes, 
influençaient la production de cytokines des lymphocytes TH CD4+, notamment en favorisant 
la production d’interleukine 17A. Ce processus pourrait impacter la réponse immunitaire 
adaptative mis en place localement et consolide la notion de dialogue particulier que 
peuvent établir les mastocytes avec les lymphocytes TH.  
En résumé, mes travaux ont apporté de nouvelles connaissances sur la biologie des 
mastocytes humains et renforce l’idée que ces cellules sont cruciales dans le cadre des 
réponses immunitaires. Cependant il reste encore de nombreuses choses à découvrir sur ces 
étonnantes cellules.   
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 Etude de la dynamique de dégranulation des mastocytes et analyse de l’effet des éicosanoïdes dans la 
coopération entre en mastocytes et lymphocytes T Helper 
Directeurs de thèse : Dr. Éric Espinosa et Prof. Salvatore Valitutti 
Les mastocytes sont des cellules immunitaires présentes dans tous les tissus de l’organisme. Ils ont été depuis longtemps associés aux 
réponses allergiques, mais ces cellules sont aussi des acteurs majeurs de la réponse inflammatoire. La dégranulation des mastocytes, 
ou exocytose des granules sécrétoires, est un mécanisme d’action important de ces cellules. Au laboratoire, nous avons mis au point 
une méthode innovante qui nous permet de suivre en temps réel la dynamique de cette dégranulation. Cette méthode repose sur 
l’utilisation de l’avidine couplé à un fluorochrome qui se lie spécifiquement à la matrice des granules.  
Nous avons recherché les modalités de la dégranulation lorsque les mastocytes sont activés par un ligand cellulaire comme des 
cellules cibles recouvertes d’anticorps. Nous avons pu mettre en évidence, de façon surprenante, que les mastocytes dégranulent de 
manière polarisée contre une cellule cible opsonisée avec des anticorps de type IgE ou IgG en mettant en place un nouveau 
mécanisme que nous avons nommé ADDS (Antibody Dependent Degranulatory Synapse). L’ADDS est caractérisé par une signalisation 
du récepteur RFc et une dépolymérisation du cytosquelette cortical d’actine locales. De plus, cette synapse peut aussi avoir lieu 
lorsque le mastocyte est au contact d’un parasite opsonisé comme Toxoplasma Gondii, et induit la mort du parasite et la libération de 
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Nous avons ensuite analysé la dynamique de la dégranulation à l’échelle « single cell » 
et sa régulation par des facteurs inflammatoires. Grâce à une approche de « cell barcoding » et de cytométrie en flux en temps réel, 
nous avons pu mettre en évidence que la dégranulation induite par l’agrégation des RFcI était contrôlée par deux mécanismes : un 
premier qui règle le nombre de mastocytes qui dégranulent et un second qui régule l’intensité de la dégranulation. L’interleukine 33 
peut finement potentialiser ces deux mécanismes en augmentant le pourcentage de mastocytes qui dégranulent et l’intensité de la 
dégranulation. L’IL-33 induit ainsi l’émergence de cellules hautement inflammatoires.   
Dans un second axe de recherche, nous avons étudié quel pouvait être l’impact des prostaglandines dans le dialogue entre 
mastocytes et lymphocytes T CD4+ Helper (TH). Nos résultats indiquent un rôle insoupçonné de la prostaglandine D2 et la 
prostaglandine E2 comme des acteurs importants pour la production d’interleukine 17 par les LTH.  
En conclusion, mon travail de thèse nous a permis de révéler l’existence de la synapse dégranulatoire des mastocytes, de nouveaux 
mécanismes contrôlant la dégranulation et d’identifier les mastocytes comme une source importante de prostaglandines impliquées 
dans la polarisation des LTH.   
Mot clés : mastocyte, dégranulation, synapse, interleukine-33, eicosanoïde, lymphocyte TH 
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Study of mast cell degranulatory response dynamic and analysis of eicosanoid influence during mast cell 
and T Helper cells cooperation  
Thesis directors: Dr. Eric Espinosa and Prof. Salvatore Valitutti 
Mast cells are tissue-resident immune cells particularly enriched in regions exposed to the external environment. They have been 
associated, for a long time, with allergic disorders but these cells are also major effectors of inflammatory response. The 
degranulation process, or granule exocytosis, is one of the main effector functions of mast cells and it has been implicated in various 
biological processes. In our laboratory, we have developed a new method to monitor live mast cell degranulatory response. This 
approach is based on fluorescent avidin that binds selectively mast cell granule matrix.  
Thanks to this method, we have investigated the degranulatory response following mast cell activation by cell bound antigens. We 
have shown that mast cells can undergo polarized degranulation toward IgE- or IgG-opsonized cells in a new mechanism we named 
ADDS (Antibody Dependent Degranulatory Synapse). The ADDS is characterized by a local signaling of FcR receptors and cortical actin 
depolymerisation. Moreover, this synapse takes place when mast cells are triggered by opsonized parasite Toxoplasma Gondii. It 
leads to the death of the parasite and the release of pro-inflammatory cytokines and chemokines. We next analyzed the mast cell 
degranulatory response dynamics at the single cell level and its regulation by alarmin IL-33. Using cutting-edge “cell barcoding” 
approach and live flow cytometry, we showed that FcRI mediated degranulatory response is controlled by two mechanisms: a first 
one that sets the frequency of degranulated mast cells and a second one that regulates the magnitude of the degranulation. The IL-33 
fine tunes these two mechanisms by augmenting both the frequency of degranulated mast cells and the extent of individual mast cell 
degranulation. Our results indicate that interleukin 33 induces the emergence of high inflammatory mast cells.  
In a second axis of research, we analysed the influence of prostaglandins during the cooperation between mast cells and CD4+ T 
helper cells. Our results indicate that prostaglandin D2 and E2 produced by mast cells are important inducers of interleukin 17 by 
CD4+ T helper cells.  
Taken together, my thesis work revealed that mast cells can form degranulatory synapses, new mechanisms that control the 
degranulatory response and identified mast cells as a source of pro-IL-17 prostaglandins during their cooperation with CD4+ T helper 
cells.         
Keywords: mast cell, degranulation, synapse, interleukin-33, eicosanoid, TH cell 
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